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Figura 3.48 - SW voltamogramas obtidos para a determinagdo simultdnea de aspartame e
ciclamato de s6dio em produtos dietéticos (refrigerante de guarana Kuat® ). (1) amostra
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RESUMO

DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE ASPARTAME E CICLAMATO
DE SODIO EM PRODUTOS DIETETICOS EMPREGANDO UM
ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO. Neste trabalho
descreve-se o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos para a
determinacdo dos edulcorantes aspartame e ciclamato de so6dio em produtos
dietéticos utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) e a
voltametria de onda quadrada (SWV). No primeiro procedimento desenvolvido
determinou-se aspartame em produtos dietéticos empregando-se um eletrodo de
BDD e a técnica voltamétrica por onda quadrada apds otimizagdo das condigdes
experimentais. A recuperacao de aspartame em 8 amostras variou de 95,9 % a
104,4 % dos valores adicionados. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentracdo de aspartame de 9,9 x 10° mol L" a 5,2 x 10° mol L' com um
limite de deteccdo de 2,3 x 107 mol L. O desvio padrio relativo de 5
determinacdes sucessivas de aspartame 1,0 x 10* mol L' foi de 0,17 %
(repetibilidade) e de 5 determinacdes em dias e solucdes diferentes de aspartame
foi de 2,8 % (reprodutibilidade). A quantificagdo de aspartame nos produtos
dietéticos utilizando o eletrodo de BDD apresentou resultados concordantes com
os resultados obtidos empregando-se o método cromatografico a um nivel de
confianga de 95 %. Na seqiiéncia, foi estudada a determinagdo de ciclamato de
sodio por oxidagdo desta substancia sobre o eletrodo de BDD, empregando-se a
técnica SWV. A curva analitica para o ciclamato de sédio foi linear no intervalo
de concentracdo de 5,0 x 10° e 4,1 x 10* mol L' com um limite de deteccdo de
4,8 x 10° mol L'. O desvio padrio relativo de 5 medidas sucessivas de
ciclamato de sodio 3,0 x 10 mol L' foi de 1,1 % (repetibilidade) ¢ de 5
determinacdes em dias e solugdes de ciclamato de sédio diferentes foi de 2,4 %
(reprodutibilidade). Os valores do estudo de recuperagdo em 5 amostras

comerciais variaram entre 98,6 % ¢ 106 % e os resultados obtidos na
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determinacao do ciclamato de s6dio nessas amostras estdo em concordancia com
os resultados obtidos empregando-se o método de referéncia (HPLC).
Finalmente, foi desenvolvido um procedimento para a determinacao simultanea
de aspartame e ciclamato de so6dio, uma vez que estes edulcorantes apresentaram
potenciais de pico de oxidagdo bem distintos, 1,6 V e 1,9 V respectivamente. As
curvas analiticas foram lineares no intervalo de concentracdo de aspartame entre
5,0x 10°¢e 4,0 x 10° mol L', com um limite de deteccao de 3,5 x 10" mol L e
de 5,0x 10° 24,0 x 10" mol L' com um limite de deteccao de 4,5 x 10° mol L™
para o ciclamato de sddio. A determinacdo simultdnea destes edulcorantes em
produtos dietéticos também apresentou resultados satisfatorios e concordantes

com os resultados obtidos pelo método cromatografico.
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ABSTRACT

VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF ASPARTAME AND SODIUM
CYCLAMATE IN DIETARY PRODUCTS EMPLOYING BORON DOPED
DIAMOND ELECTRODE. The development of electroanalytical procedures for
aspartame and sodium cyclamate determination in dietary products using a
boron doped diamond (BDD) electrode and the square wave voltammetry
(SWYV) is reported in this work. The first procedure development is reported in
related to the determination of aspartame in dietary products employing BDD
electrode and the SWV technique after optimization of the experimental
conditions. The recovery of aspartame from 8 samples ranged from 95.9 % to
104.4 % of the added amount. The analytical curve was linear in the aspartame
concentration range from 9.9 x 10° mol L™ to 5.2 x 10™ mol L with a detection
limit of 2.3 x 107 mol L. The relative standard deviation for 5 successive
determinations of 1.0 x 10 mol L™ aspartame was 0.17 % and the relative
standard deviation for 5 determinations of aspartame in different days was 2.8
%. The concentration of aspartame determined in several dietary products using
the BDD electrode and those concentrations determined using a HPLC method
are in close agreement (calculated t-values did not exceed the critical values at
the 95 % confidence level) and within an acceptable range of error. In the
sequence, the analytical determination of sodium cyclamate was studied by
oxidation of this substance on BDD electrode employed the SWV. The
analytical curve for sodium cyclamate was linear in the concentration range
from 5.0 x 10” to 4.1 x 10 mol L' with a detection limit of 4.8 x 10° mol L™".
The relative standard deviation for five successive measurements was 1.1 % and
the relative standard deviation for determinations of 3.0 x 10” mol L™ sodium
cyclamate in five different days was 2,4 %. The recoveries values from five
samples ranged from 98.6 % to 106,0 % and the results found using the
proposed method agreed at the 95% confidence level with those from a HPLC
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method. Finally, a procedure for simultaneous determination of aspartame and
sodium cyclamate was developed, once the oxidation peak potentials of the
aspartame and sodium cyclamate are 1.6 V and 1.9 V, respectively. The
analytical curves were linear in the aspartame concentration range from
5.0 x 10° to 4.0 x 10 mol L™, with detection limit of 3.5 x 107 mol L™ and
from 5.0 x 107 to 4.0 x 10™* mol L™, with detection limit of 4.5 x 10  mol L™
for sodium cyclamate. The simultancous determination of these sweeteners in

various dietary products was implemented with success.



Capitulo 1 - INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

Com a crescente preocupagdao com a saude e qualidade de vida, as
pessoas t€ém mudado alguns de seus hdabitos, se exercitam mais, comem
alimentos mais saudaveis e t€ém diminuido o consumo de alimentos ricos em
acucar, sal e gordura, aumentando assim, a demanda do consumo de alimentos
com propriedades funcionais. A industria alimenticia ¢ responsavel por esta
demanda, e como conseqiiéncia, tem havido uma rapida e crescente inovacao
nestes produtos disponiveis para o consumo em todo mundo'”.

Estes produtos tém sido definidos pelos termos diet e light. Pela
regulamentacao brasileira definida pelas portarias 27/98 e 29/98 da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, o termo light pode ser utilizado na rotulagem de alimentos
em duas situagdes, a primeira considera apenas o conteido absoluto de
nutrientes (sodio, aclcares, colesterol, gorduras ou valor energético), cujos
teores considerados baixos sdo definidos como atributos que devem obedecer a
legislacdo especifica de cada alimento. J4 a segunda situacdo compara oS
alimentos com teores reduzidos desses nutrientes a alimentos similares de um
mesmo fabricante ou ao valor médio de trés produtos similares de uma regiao.
Essa comparacao deve atender a uma diferenca minima de 25% do nutriente ou
da caloria do produto. Os produtos diet, segundo a portaria 29/98, sdo alimentos
destinados a dietas com restricdo de nutrientes e/ou podem ser empregados para
o controle de peso. No caso das dietas com restrigdes, sao raros os exemplos nos
quais a auséncia de um componente (carboidratos, gorduras, proteinas ou s6dio)
ndo seja obrigatoria. Existem outras expressdes que podem substituir o termo
diet nos produtos como: nao contém, livre, zero, sem adicao de, isento de, free,
no, without °.

A eliminagdo ou redug¢do de sacarose (aclcar) nos produtos
alimentares, diet ou light, exige que o aglcar seja substituido por um aditivo
alimentar’ que possua caracteristicas semelhantes, principalmente a docura. E ai

que entram os edulcorantes artificiais, também chamados de adogantes. Estes



edulcorantes devem ser uma copia exata das propriedades sensoriais da
sacarose, ou seja, nao ter gosto residual, promover as propriedades funcionais da
sacarose sendo quimicamente estavel, com baixo teor calorico, poder adogante
igual ou superior ao da sacarose, ser soluvel, ndo ser toxico, nem carcinogénico
e ser economicamente acessivel. Infelizmente, nenhum dos edulcorantes
artificiais comercialmente disponiveis combina todas essas caracteristicas, mas
estas limitagdes podem ser parcialmente superadas pelo uso de uma combinagao
de edulcorantes””.

A populariza¢do dos edulcorantes artificiais comegou na década de
60, nos Estados Unidos, quando no Brasil ainda eram considerados farmacos,
consumidos somente por pessoas que eram portadoras de diabetes ou outras
doencas com limitagdo na ingestdo de acucar. Esta situacdo comegou mudar a
partir de 1980 com a reformulacdo e a classificacdo dos edulcorantes,
permitindo que todos tivessem acesso a estes produtos®. Os edulcorantes podem
ser classificados em nutritivos e ndo nutritivos. Os edulcorantes nutritivos
fornecem energia e textura aos alimentos e geralmente contém o mesmo valor
calorico que o agtcar. Ja4 os edulcorantes nao nutritivos fornecem somente
dogura acentuada aos alimentos, nao desempenha nenhuma outra fungdo
tecnologica ao produto final e ndo geram calorias significativas'?. Os
edulcorantes artificiais sdo classificados como ndo nutritivos, devem ser:
incolores, i1nodoros, estaveis e soliveis em solugdo aquosa, atoxicos,
economicamente acessiveis, possuir auséncia de sabor e ndo metabolizar ou
produzir metabolitos que prejudiquem o organismo. Seu uso abrange nao
somente produtos dietéticos (e.g. pudins, gelatinas, gel€ias, sorvetes, gomas de
mascar, refrigerantes, preparados solidos para refrescos, adogantes de mesa e
outros), como também ¢ usado em medicamentos para encobrir ou mascarar
propriedades organolépticas dos farmacos, e em produtos de higiene bucal para

e ) (. 19,10
diminuir a incidéncia de caries nos usuarios = .



Dentre os edulcorantes artificiais mais comuns estdo o ciclamato de
sodio, sacarina, aspartame e o acesulfame—K, os quais sdo permitidos em 90
paises'', inclusive no Brasil'. Em alguns paises como nos Estados Unidos, o
consumo de alguns destes edulcorantes ndo ¢ permitido, devido a estudos que
mostram que eles podem causar danos a saude do consumidor, mas, até os dias
de hoje nada foi confirmado.

Existe uma preocupacdo muito grande relacionada 4 seguranca na
ingestdo destes edulcorantes, investigagdes sobre seus efeitos na espécie humana
sdo cada vez mais importantes, uma vez que a procura por produtos contendo
tais edulcorantes cresce a cada dia, eles possuem um valor de ingestdo diaria
aceitdvel (IDA-quantidade de um determinado composto que pode ser
consumido diariamente, com seguranca, durante toda a vida)'> que foi
estabelecido pelo Comité Cientifico Europeu de Alimentos. Sendo assim, ha na
literatura diversos procedimentos analiticos para determinagdo destes adogantes,
para o controle do limite de tolerancia e para evitar seu uso em excesso. No
entanto, muitos destes métodos, consomem muito tempo ou requerem
equipamentos de alto custo. Por isso, faz-se necessario o desenvolvimento de
novos métodos para estudar, determinar e monitorar a quantidade destes
adogantes em produtos alimentares.

Neste sentido, o eletrodo de diamante dopado com boro apresenta
varias caracteristicas, como por exemplo, uma larga janela eletroquimica de
potencial de trabalho que resulta em elevada reprodutibilidade e baixas correntes
residuais, e ainda, alta estabilidade, que o torna um material promissor para
aplicagdes analiticas, e neste caso, para determinacdo de edulcorantes artificiais,
sendo que, na literatura ainda ndo ha métodos analiticos para determinagdo de
adogantes que empreguem técnicas voltamétricas ¢ o BDD como eletrodo de

trabalho.



1.1. Aspartame

Descoberto acidentalmente em 1965 nos Estados Unidos por J. M.
Schlatter, quando tentava desenvolver um sedativo para ulceras, o aspartame
(Figura 1.1) ¢ um dipeptideo formado a partir do acido aspartico, fenilalanina e
metanol. E um po branco, cristalino, inodoro, possui 4 cal/g, com uma dogura

: 12,1314
200 vezes maior que a do agucar =

, possui algumas vantagens como, sabor
semelhante a sacarose e sem sabor residual amargo; reducao caldrica pela sua
intensa docgura; reforga o sabor e o aroma, sinergismo com outros adogantes
artificiais, € seguro para diabéticos; isento de sddio, podendo ser consumido por
hipertensos; ndo cariogénico e ndo toxico™ "

Introduzido sob o nome comercial de Nutrasweet” é atualmente um
dos adogantes mais comercializados no mundo e, no Brasil, vem sendo muito
empregado em diversos produtos dietéticos, como refrigerantes, iogurtes,

, : : . 15,16
refrescos em po, gelatinas, pudins, chés e sorvetes ™ .
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Figura 1.1 - Estrutura do aspartame.

A sintese quimica deste edulcorante consiste na reagdo de
acoplamento do acido L-aspartico com éster metilico da L-fenilalanina,
formando uma mistura de a e 3 isdmeros com predomindncia do composto a.,

como mostra a Figura 1.2.
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Figura 1.2 - Sintese do aspartame.

Este edulcorante ¢ o unico entre os de alto grau de dogura que ¢
metabolizado, sendo digerido como qualquer dipeptideo. Sendo assim, a
ingestdo dos produtos metabolizados do aspartame, nao deveria causar
problemas a satide, uma vez que na alimentagdo normal as quantidades dos
componentes, L-fenilalanina, 4cido L-aspértico, sdo muito superiores'’. No
entanto, o consumo de aspartame, por conter fenilalanina, deve ser
rigorosamente controlado em pacientes fenilcetuntiricos. A fenilcetunuria € uma
rara doenca genética, detectada no nascimento, que inibe a capacidade de
metabolizar a fenilalanina proveniente de qualquer fonte. Doses elevadas de
fenilalanina ocasionam mudanga de comportamento, como depressdo, insonia,
cefaléia e alteracdio na visdo' ™.

O processo de aprovacao do aspartame iniciou nos Estados Unidos
em 1973 e foi liberado em 1974. A seguranga no consumo do aspartame e seus
constituintes metabdlicos por humanos foram verificados através de intensos

estudos toxicologicos em animais, utilizando-se doses maiores que aquelas

possivelmente consumidas por pessoas. Os estudos farmacoldgicos em animais



ndo revelaram efeitos do aspartame sobre o sistema nervoso central, aparelho
digestivo, endocrino e reprodutor, nem sobre a resposta inflamatéria as doses
que superam em muito as concentracdes alcangcadas no consumo humano.
Através dos resultados obtidos pelos estudos, foi constatado que no caso do
aspartame a quantidade maxima que pode ser ingerida diariamente sem qualquer
efeito adverso é de 40 mg/kg de peso corporeo do consumidor™'”.

O aspartame possui boa estabilidade quando seco e em condigdes
adequadas de armazenagem, pode permanecer mais de cinco anos sem
apresentar alteragdes significativas. Porém, na presenca de umidade ou em
solucdo, a ligacdo éster presente na molécula de aspartame ¢ instavel e sob
certas condi¢gdes de temperatura e pH pode ocorrer a conversdo do aspartame em
aspartilfenilalanina e/ou sua forma ciclicadicetopiperazina (DKP) e pequenas
quantidades de P-aspartame e, estes produtos formados nao conferem o sabor

5,13,14
doce aos produtos™ ™

. Em solug@o aquosa ¢ estavel no intervalo de pH entre 3
e 5, tendo a melhor estabilidade em temperatura de 20-25 °C e pH igual a 4,3.
Devido a limitada estabilidade do aspartame, produtos a serem
fritos, cozidos, etc., onde o produto € exposto a altas temperaturas de
processamento por um longo periodo de tempo, ndo podem conter o edulcorante
aspartame. Mas, ele ainda pode ser utilizado em véarios processos alimenticios, e

ja ficou demonstrado que, mesmo a altas temperaturas, em curtos periodos de

tempo a perda da dogura do aspartame foi insignificante'”.

1.1.1. Métodos de Anélise do Aspartame

O aspartame tem sido determinado em diversos produtos dietéticos

por varias técnicas, as mais utilizadas sdo: cromatografia liquida de alta

26,27 28,29

LN . 16,20-2 .
eficiéncia (HPLC)'®***°, cromatografia gasosa®®’, eletroforese capilar
- i .o 115,30-32 . :
espectrofotometria na regido do UV e visivel ™ ¢ ainda métodos
amperométricos” "’ e potenciométricos™ . Algumas destas técnicas necessitam

de um tempo de anélise muito grande ou ndo possuem seletividade necessaria



para sua determinacdo em amostras comerciais, isto, acaba dificultando a
quantificacdo do aspartame.

A espectrofotometria, por exemplo, necessita melhorar sua
seletividade por aplicagdo de procedimentos preliminares de extracdo para a
determinacdo do aspartame. E o caso do método da ninidrina, que teve sua
seletividade melhorada utilizando extra¢des prévias em carbonato de propileno’’
ou mistura de isopropanol-metanol'”. Estas aplicagdes de etapas prévias atentam
contra o desempenho analitico do procedimento, principalmente no que diz
respeito ao tempo de analise.

A eletroforese capilar ¢ outra técnica usada para a determinacao de
aspartame, Joseph ¢ Matyska® em 1997 desenvolveram um procedimento que
permite determinar o aspartame em produtos alimenticios em um tempo menor
que o tempo gasto nos métodos empregando HPLC. Walker et al.*® também em
1997 desenvolveram um procedimento empregando a eletroforese capilar que
permite a determinagdo simultdnea de aspartame, dcido benzoico e cafeina em
dois minutos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ a técnica mais utilizada
para a determinagdo deste edulcorante devido a sua seletividade e por
possibilitar a determinag¢do simultdnea do aspartame com outros edulcorantes
artificiais, tais como acesulfame-K, ciclamato de s6dio e sacarina, € também
com outros compostos. Demiralay et al.** desenvolveram um procedimento para
a separagdo e quantificagdo simultanea de acesulfame-K, aspartame, sacarina,
vanilina, 4cido benzoico e acido sérbico. Gibbis et al.'® também propuseram um
procedimento de quantificacdo do aspartame e de seus metabolitos utilizando
HPLC e uma coluna de fase reversa com detec¢ao espectrofotométrica na regiao
do UV. No entanto, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ¢ uma técnica

de alto custo, alto tempo de analise e trabalhosa para alguns tipos de amostras.



1.1.2. Determinacéo Eletroquimica do Aspartame

Algumas técnicas eletroquimicas também foram utilizadas para a
analise de aspartame. Malaki e Koupparis® desenvolveram um método
potenciométrico por meio da titulacdo do aspartame com dinitrofluoro benzeno e
deteccdo do ponto de equivaléncia com eletrodo ion-seletivo a fluoreto.
Campanella et al.”” propuseram um biossensor potenciométrico para a analise de
aspartame que consiste na imobilizagdo da enzima L-aspartase por meio de
poliazetidina em um eletrodo sensivel a amodnia gasosa. Este biossensor
apresentou um tempo de vida de aproximadamente 20 dias. No método
desenvolvido por Odaci et al.* as enzimas carboxil esterase e 4lcool oxidase
foram imobilizadas em uma membrana gelatinosa e subsequentemente
combinada com um eletrodo para oxigénio. As condi¢des ideais para a operagao
do eletrodo foram pH = 8 e temperatura de 37 °C. Compagnone et al.’®
desenvolveram um eletrodo enzimatico amperométrico por imobilizagado
covalente da enzima alcool oxidase e a-Chimotripsin, como transdutor foi
utilizado um eletrodo sensivel a peroxido de hidrogénio. Foram obtidos bons
resultados com limite de detec¢ao de 2,0 x 107 mol L. Porém, diferentes
estratégias tiveram que ser utilizadas para eliminar interferéncias. Villarta et al.”
também desenvolveram um eletrodo enzimatico amperométrico para a
determinacao de aspartame, baseado na co-imobilizacdo das enzimas aspartato
aminotransferase e glutamato oxidase. O eletrodo apresentou resposta linear no
intervalo de concentracdo de 2,0 x 10* a 1,5 x 10” mol L. Kirgoz et al.”’
propuseram um biossensor amperométrico, no qual uma membrana gelatinosa
contendo carboxil esterase e alcool oxidase, foi integrada a superficie de um
eletrodo composto de grafite epoxi. O biossensor desenvolvido apresentou
seletividade e linearidade em wum intervalo de concentracdo de
2,5 a 400 p mol L. Fatibello-Filho et al.** desenvolveram um eletrodo bi-

enzimatico para aspartame utilizando L-aspartase e carboxipeptidase A

imobilizadas diretamente na membrana de um eletrodo de amdnia. A resposta



foi linear na faixa de concentracao de 4,2 x 10*a8,1x 10° mol L. Um grande
problema destes métodos ¢ a baixa estabilidade das enzimas o que leva a um

pequeno tempo de vida do eletrodo.

1.2. Ciclamato de Sédio

Descoberto em 1937 por Michael Sveda, um estudante de quimica
da Universidade de Ilinois (EUA), que casualmente descobriu seu sabor
adocicado, o ciclamato de s6dio ¢ um adogante artificial 30 vezes mais doce que

.41 o , . . . ,

a sacarose e com zero de calorias™ . E um p6 branco, cristalino, inodoro, soltvel
em agua, alcool e propilenoglicol, ¢ mais estavel que o aspartame ¢ a sacarina, o
s e : 2,10
que possibilita sua utilizacdo em altas e baixas temperaturas™ . O nome
ciclamato ¢ empregado tanto ao 4cido ciclamico, como aos seus sais de sodio e

calcio®. A Figura 3 apresenta as estruturas dos ciclamatos.

NHSO3H NHSO3;Na NHSO;
Ca

Acido Ciclamico Ciclamato de Sédio Ciclamato de Calcio
Figura 1.3 - Estrutura do acido ciclamico e seus sais de sodio e calcio.

A sintese do acido ciclamico ¢ realizada em duas etapas distintas
(Figura 1.4). Na primeira etapa ha a formacao do ciclohexilssulfamato de bario
pela adicdo de sais de amina a solucdo de hidroxido de bario. Logo apds a
adi¢do, o excesso de ciclohexilamina e evaporado a pressdo reduzida. A segunda
etapa consiste na formacao do acido ciclohexilssulfamico através da adigao de
acido sulfurico a solucdao contendo ciclohexilssufamato de bario. Esta adi¢ao ¢

feita a frio para que o 4cido livre possa ser hidrolisado. O sulfato de béario
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formado ¢ removido por etapas sucessivas de filtragdo e lavagem, fornecendo os

. . 7 . . A * l
cristais de acido ciclamico .

N, NHSO;
2 + Ba(CH), 8H,0 +2H,50,C1 —» Ba . 2HCI 4 10HO
2
= NHSO,H
Ba + H;80, — 2 + BasoO

2

Figura 1.4 - Sintese do acido ciclamico.

O ciclamato de s6dio ¢ comumente empregado junto com a
sacarina, uma vez que o ciclamato pode mascarar o sabor residual amargo
deixado pela sacarina. A utilizagdo dessa mistura aumentou o consumo dos
adocantes artificiais nos Estados Unidos na década de 60, quando foram
produzidas mais de 7.718 toneladas de ciclamato'. Porém, no fim da década de
60, por meio de experimentos com ratos constatou-se que o ciclamato de sodio
ndo era eliminado de forma invaridvel, mas poderia ser metabolizado como
ciclohexilamina. Estes experimentos ainda resultaram no aparecimento de
calcificagdo do miocardio, cancer de bexiga, ruptura de cromossomos e
deformagdo de embrides, devido a presenca da ciclohexilamina. A partir destes

1,2,10 .
=7, Mesmo assim,

estudos o uso do ciclamato de sodio foi proibido nos EUA
em 1977 o JECFA/OMS (Joint WHO/FAO Expert Committee on Food
Additives) aprovou o uso do ciclamato de s6dio como adogante em alimentos e
bebidas, e atualmente este edulcorante ¢ utilizado como adogante de baixa
caloria em mais de 40 paises, inclusive no Brasil, Alemanha, Africa do Sul e

Suica®'. Estudos complementares sobre a toxicidade em longo prazo do

ciclamato de sodio e da sacarina foram realizados em diversos animais, 0s
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resultados mostraram que nenhuma dessas substancias apresentou efeitos
teratogénico ou afetaram a reprodugio™.

Tanto em seres humanos quanto em varias espécies de animais, o
ciclamato de so6dio ndo ¢ absorvido completamente no intestino. Quando
absorvido ¢ rapidamente excretado na urina sem consideravel acumulo no
sangue ou tecidos. O ciclamato de sodio ndo absorvido ¢ normalmente
eliminado nas fezes, mas uma quantidade varidvel pode ser convertida para a
ciclohexilamina por microorganismos. Esta conversdo ¢ diferenciada nos seres
humanos, sendo que 76% dos usuarios regulares convertem menos de 0,1% da
dose ingerida de ciclamato de sodio, cerca de 8 a 10% convertem 1% ou mais, ¢
4% convertem 20% ou mais*'.

Os resultados de todos os estudos realizados visando verificar a
toxicidade do ciclamato de s6dio ou da mistura ciclamato/sacarina, apresentaram
poucos efeitos fisiopatologicos mesmo quando ingeridas doses elevadas do
edulcorante. Apds avaliagdao dos estudos toxicoldgicos disponiveis, considera-se
seguro o uso do ciclamato em alimentos e bebidas, tendo lhe conferido a
ingestdo didria méxima aceitavel de 11,0 mg/kg do peso corporal do

c 11
consumidor .

1.2.1. Métodos de Anélise para o Ciclamato de Sddio

Devido a sua ampla utilizagdo e pelas controvérsias com relaciao ao
seu processo metabolico e toxicidade, o ciclamato de sodio necessita de métodos
quantitativos eficientes para a determinagdo de seu teor em produtos comerciais.

Os métodos gravimétricos™ para a determinacdo do ciclamato sdo
0os mais antigos, oferecem precisdo, no entanto, sdo muito demorados,
consumindo em média 36 horas de analise.

A espectrofotometria no ultravioleta também pode ser utilizada para
a determinacio do ciclamato de s6dio. Hoo e Hu" determinaram ciclamato em

bebidas e alimentos solidos através da reacdo deste adogante com hipoclorito
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ocorrendo a conversao do ciclamato em N,N-diclorociclohexilamina e este

composto foi monitorado no comprimento de onda de 314 nm. Ainda existem

alguns procedimentos espectrofotométricos por injecio em fluxo*™*’. Rocha et
46 . ,qe .. ~

al.” desenvolveram um sistema de andlise por injecdo em fluxo em que o

ciclamato de sodio reage com a ninidrina em meio acido e a determinacao

espectrofotométrica do excesso de ninidrina ¢ feita por iodometria.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia®™™>*

também ¢
amplamente utilizada na quantificacio do ciclamato, sendo que essa
determinacdo pode se feita direta ou indiretamente. Na determinacdo indireta
utilizam-se processos derivativos que possam gerar compostos que absorvam na

regido do ultravioleta.

1.3.2. Determinacéo Eletroquimica do Ciclamato de Sédio

Alguns métodos eletroquimicos também foram empregados na
determinacdo do ciclamato de so6dio. Richardson e Luton™ determinaram
ciclamato em suco de frutas e em xaropes expectorantes, em meio fortemente
acido utilizando-se nitrito de s6dio como titulante, sendo o ponto final destas
titulagdes detectado amperometricamente. Um procedimento simples, preciso e
exato para a determinacdo de ciclamato em produtos dietéticos como pudim,
gelatina, adocantes de mesa, coca-cola e guarand foi proposto por Fatibello et
al.>*, o ciclamato foi titulado com uma solugdo de nitrito de s6dio em solucdo de
acido fosférico 1,0 mol L' e o ponto final da titulagio foi determinado
biamperometricamente, o limite de detecgio obtido foi de 1,3 x 10° mol L. Um
minissensor baseado na imobilizagdo de membranas lipidicas (s-BLMs) sobre
um eletrodo de prata foi desenvolvido por Nikolelis e Pantoulias™ para a
determinacao de acesulfame-K, ciclamato de sddio e sacarina. A curva analitica
foi linear num intervalo de concentragdo para o ciclamato de sodio de 10 a 160

pmol L™, com limite de detecgéo de 10 pmol L™
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1.3. Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (BDD)

O diamante ¢ um material exético e de dificil acessibilidade. E um
polimorfo de carbono puro, cristaliza no sistema cubico, geralmente em cristais
com forma octaédrica (8 faces) ou hexaquisoctaédrica (48 faces),
frequentemente com superficies curvas, arredondadas, incolores ou coradas. Os
diamantes de cor escura sdo pouco conhecidos € o seu valor como gema ¢ menor
devido ao seu aspecto pouco atrativo.

O diamante possui um conjunto impar de propriedades, em
comparagdo a outros materiais utilizados pela industria em geral®®. Algumas
destas propriedades, comparadas as de outros materiais, estdo relacionadas na

Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Propriedades diversas de diferentes materiais de interesse
tecnologico

GaAs Silicio Diamante

Densidade (g cm™) (23 °C) 5,32 2,33 3,52
Forga de flexdo (psi) (23 °C) 8.000 18.500  427.000
Ponto de fusdo (°C) 1238 1.420 4.000
Condutividade térmica (W cm™ K™) 0,53 1,45 20
Temperatura maxima de operagao (°C) 470 225 1.900
Band gap (eV) 1,43 1,12 5,45
Resistividade (€2 cm) 10° 10° 10"
Dureza (kg mm™) 600 1.000 10.000

Tabela extraida da ref. 57.

O empenho na proposicao e estudo dos métodos para a sintese de
filmes de diamante deu-se devido ao interesse no uso deste material nas mais
variadas areas, gracas a estas propriedades. Os dois métodos basicos
empregados para a sintese do diamante sdo a deposi¢do quimica a partir da fase
vapor (Chemical Vapor Deposition—-CVD) e o crescimento a alta-pressao/alta
temperatura (High-Pressure/High-Temperature-HPHT), estes dois métodos

foram desenvolvidos na década de 50, o que mais se assemelha ao processo de
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formacgdo do diamante natural ¢ o segundo (HPHT), desenvolvido pela General
Electric em 1955. J4 o método CVD foi desenvolvido por Willian Eversole em
1952°"*°  Inicialmente, os processos de deposicdo se restringiam ao crescimento
unicamente de graos sobre o grao pré-existente de diamante ou a partir de
material a base de carbono que ndo o diamante. Estes filmes s6 passaram a ser
produzidos sobre outros substratos com o desenvolvimento e entendimento das
técnicas de crescimento’ .

Devido a viabilidade economica, a versatilidade e ao manuseio
simplificado, atualmente, o método CVD ¢ o mais utilizado para a sintese dos

8610 método CVD baseia-se na deposicdo de um

filmes de diamante em série
filme de diamante sobre diferentes tipos de substratos, inclusive o proprio
diamante, sob condi¢des termodinamicamente metaestaveis, a partir da ativagdo
de uma fase gasosa introduzida em um reator. Os substratos mais utilizados sao:
silicio, tungsténio, molibdénio, titanio, grafite e carbono vitreo, e os reatores
sdo: reatores com ativacdo por filamento quente de tungsténio, plasma de
microondas, plasma de radiofreqiiéncia, chama de o6xido acetileno, dentre
outros. A mistura gasosa mais utilizada na sintese do diamante ¢ aquela de
metano diluida em hidrogénio, mas ¢é possivel utilizar outras substancias
organicas como fonte de carbono, como o metanol, acetona e o etanol. Pequenas
fragdes de oxigénio, ou ainda compostos halogenados, também podem ser
usados com o objetivo de aumentar a taxa de crescimento € aumentar a
qualidade final dos filmes crescidos” .

A Figura 1.5 mostra de maneira geral como ocorre a ativagao dos
gases para a formagdo do filme. Os gases sdo injetados no reator, na etapa
representada pela regido 1. Em seguida, passam pela regido de ativagdo, regido
2, onde sdo formados, inicialmente, hidrogénio atdbmico e, logo em seguida, o
radical metila, o qual ¢ considerado o principal precursor do crescimento do

diamante. Outros radicais também s3o formados, mas tem participagdo

secundaria no processo. O hidrogénio atomico e o radical metila sdo, entdo, as
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principais espécies reativas envolvidas no crescimento do diamante. Por difusao,
passando a regido 3, o hidrogénio atomico e o radical metila chegam ao
substrato, o qual ¢ colocado a uma distancia previamente definida da regido de
ativagdo. Desta forma, terd inicio o processo de nucleagdo, com posterior
coalescéncia e crescimento dos graos do filme de diamante policristalino, sobre
o substrato empregado. Os graos de diamante comec¢am a crescer a partir de uma
camada intermediaria de carbeto, originada pela reacdo entre o substrato e o
radical metila, ou a partir de outros graos de diamantes previamente depositados

. y 5
sobre o substrato, antes do crescimento, pelo método de semeadura 7

Reagentes:
em geral
H: + CH.

Regido 1

Regiéo de ativagdo
reagbes na fase gasosa;

Hy 890 2He \- Regiéo 2

CH:; + He —— CHs» + CHz» + CiHe + ..+ H;
L]

~: =

Fluxo e reagdo

<= |S=

> Regido 3
Difusao ] l ]
|

¢ _/'

Figura 1.5 - Esquema geral de deposi¢ao de filmes de diamante, a partir de uma
fase gasosa, pelo método CVD”’.

AN

A partir do momento em que se estabeleceu a tecnologia para
produzir filmes finos de diamante sintéticos a partir de reagentes gasosos, pela
técnica CVD, surge o interesse de crescer filmes de diamante com caracteristicas
semicondutoras, e sabendo de antemdo que o diamante natural tipo IIb ¢ um
semicondutor tipo p que contém boro. Em 1973 surgiram os primeiros relatos

sobre o crescimento de filmes de diamante dopado com boro a baixas pressdes, a
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partir da mistura B,Hs/CH,, usando graos de diamante natural como substrato.
Apesar do grande passo dado para a obtencdo de diamantes dopados, as taxas de
crescimento foram ainda muito baixas em comparagdo com 0 que se consegue
atualmente”’.

Com o estabelecimento do método de dopagem de filmes de
diamantes CVD ampliam-se as possibilidades de aplicacdo destes filmes
semicondutores, em diferentes areas da ciéncia. Uma das aplicagdes que mais
despertou interesse a partir dos anos 90, foi a fabricagdo de eletrodos para uso
em aplica¢des eletroquimicas™. Para o crescimento de filmes de diamantes
dopados com boro, varios substratos podem ser utilizados, mas devem levar em
conta a semelhanga entre o parametro de rede e/ou o coeficiente de dilatacao
térmica dos dois materiais, para facilitar o crescimento de um filme aderente e
de qualidade. Com relacdo ao dopante, diferentes compostos podem ser
injetados no reator simultaneamente com hidrogénio e metano. Os dopantes
mais empregados sdo o boro e seus derivados, cada qual com suas caracteristicas
proprias, tais como B,Hg, que ndo contém carbono ou oxigénio na molécula, o
que evita a inclusdo de elementos extras no reator, ¢ facilmente encontrado e
possibilita o controle de concentragdo de boro, mas ¢ altamente toxico,
explosivo e reativo. O B(OCH3;); e 0 B,O5 ndo sdo toxicos, mas deve ser diluido
em acetona ou metanol para ser usado, o que implica em fonte adicional de
carbono e oxigénio’>®*. A concentra¢io do boro nos filmes de diamante pode
variar de 10 a 25.000 ppm®.

Apos o crescimento dos filmes de diamantes dopados com boro, um
dos parametros mais importantes na montagem do eletrodo € o estabelecimento
do contato elétrico, normalmente 6hmico (contato entre um metal e um
semicondutor), o qual deve apresentar resisténcia minima. Alguns dos contatos
mais usados sao os de indio/galio, galio, subcamada de titanio, pasta de prata,
ouro ou Au/Ta®. Igualmente importante é o isolamento de todas as partes do

eletrodo que ndo devem entrar em contato com a solu¢ao de medida. O filme
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deve ter sua borda totalmente vedada, em geral com borracha de silicone, ou
deve ser embutida em um material inerte adequado, para que somente a
superficie do diamante dopado fique exposta a solugdo, de modo que ela ndo se
infiltre por eventuais orificios e alcance o material usado como suporte. Uma
das dificuldades enfrentadas nesta etapa ¢ conseguir um isolante perfeito do
filme pelo maior periodo possivel, pois muitas vezes a solucdo utilizada pode
promover o descolamento do material usado para a vedagio’’.

No Brasil, eletrodos de diamante dopado com boro ja estdo sendo
preparados utilizando-se a técnica CVD, inclusive sobre diferentes

66,67 ~ o : ..
7', e estdo sendo cada vez mais utilizados para diversas aplicagcdes

substratos
eletroquimicas.

Os eletrodos de diamantes dopados com boro possuem um nimero
importante de propriedades eletroquimicas distinguiveis de outros eletrodos
comumente usados, tais como carbono vitreo, platina e pasta de carbono***°"%
Estas propriedades sdo:

* estabilidade quimica a corrosdo em meios muito agressivos

* baixa e estavel corrente de fundo

* extraordinaria estabilidade morfoldgica e microestrutural a altas
temperaturas (por exemplo, 180°C)

* boa resposta a alguns analitos em solu¢des aquosas e ndo-aquosas
com pré-tratamento convencional

» fraca adsor¢do de moléculas polares, o que melhora a resisténcia
do eletrodo a desativagcdo ou envenenamento

* estabilidade de resposta em longo prazo

* transparéncia Optica nas regioes de UV/Vis e IV

* ¢ finalmente, o eletrodo de diamante dopado com boro possui uma
larga janela de potencial em meio aquoso e nao aquoso. Neste eletrodo o

desprendimento de hidrogénio comeg¢a em —1,5 V e o desprendimento de

oxigénio em +2,5 V (vs. Ag/AgCl). Como mostra a Figura 1.6, a janela de
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potencial do eletrodo de diamante dopado com boro ¢ muito maior que a dos

. 68
outros eletrodos citados™.

0 |
-3,0 i | | 3,0
I I 1M H,SO,
Pt
| | 1M NaOH
I I 1M H,SO0,
| | 1Mkl
| | Hg
I I 1M NaOH
I I 1M HCIO,
C
I I 0.1M KCl
I I 0.5 M H,SO, } BDD

Adaptado da Ref. 78.

Figura 1.6 - Intervalo de potencial aproximado para os eletrodos de platina,
mercurio, carbono vitreo e diamante dopado com boro.

Em fun¢do dessas propriedades unicas, o eletrodo de diamante
dopado com boro esta sendo cada vez mais utilizado no desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo de compostos organicos €
inorganicos, em diversas matrizes®. Zang e Oyama®, por exemplo, utilizaram o
eletrodo de BDD para a determinacao de mioglobina e hemoglobina por meio da
voltametria ciclica e obteve um limite de deteccdo da ordem de 2,9 x 10° e
6,9 x 10° mol L™ respectivamente. Zhao et al.”” desenvolveram um método para
a determinagdo simultanea de triptofan e tirosina sobre um eletrodo de diamante
dopado com boro ¢ o limite detecgdo obtido foi 1,0 x 10° e 1,0 x 10°mol L™
respectivamente. O eletrodo de BDD também tem sido muito utilizado na

determinagdo de pesticidas como 4-nitrofenol’' e 4-clorofenol’, apresentando
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resposta linear num intervalo de concentragdo de 6,0 x 10°a 5,0 x 10° mol L™
para o 4-nitrofenol, e de 7,2 x 10°23,9x 10° mol L™ para o 4-clorofenol.
Adicionalmente, existem varios outros trabalhos na literatura que
mostram a viabilidade e aplicabilidade da utilizagdao do eletrodo de BDD para a
determinagdo de diversos compostos organicos, como por exemplo, captopril”,

CTA g od TS 76 - .77
dopamina™, 4cido Urico””, poliaminas’, histamina e serotonina’’, entre outros.

1.4. Técnicas Eletroanaliticas

A quimica eletroanalitica compreende um conjunto de métodos
analiticos quantitativos baseados nas propriedades elétricas de uma solug¢do do
analito quando ele estd tomando parte de uma célula eletroquimica. Envolve
medidas de parametros elétricos tais como corrente, potencial e carga, tem
ampla faixa de aplicagdo, incluindo monitoramento ambiental, o controle de
qualidade industrial e as analises biomédicas’.

As técnicas eletroquimicas sdo capazes de fornecer limites de
deteccdo excepcionalmente baixos ¢ uma abundancia de informagdes que
caracterizam e descrevem eletroquimicamente determinados sistemas. Os
métodos eletroanaliticos ainda tém algumas vantagens gerais sobre outros tipos
de meétodos, uma dessas vantagens € que as medidas sdo normalmente
especificas para um estado de oxidacao particular de um elemento. Uma outra
vantagem ¢ que a sua instrumentacao ¢ relativamente barata quando comparada
a outros equipamentos, por exemplo, para espectroscopia. Essas vantagens

levaram a um aumento substancial da popularidade da eletroanalise” .
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1.4.1. Voltametria Ciclica

Historicamente, os métodos voltamétricos se desenvolveram a partir
da polarografia, técnica desenvolvida em 1922 pelo quimico tcheco Jaroslav
Heyrovsky, a quem coube por esse feito o Prémio Nobel em Quimica em 1959”.

No inicio, os métodos voltamétricos ndo foram empregados como
ferramentas analiticas de rotina devido a algumas dificuldades. Mas, na década
de 60 ¢ inicio de 70, foram feitos muitos avancos em todas as areas da
voltametria, resultando em uma melhora significativa de sensibilidade e
possibilitando a inclusdo das técnicas voltamétricas no repertorio de métodos
analiticos.

A voltametria ciclica se popularizou rapidamente em diversas areas,
sua facilidade de aplicacdo e versatilidade sdo seus principais atributos.
Frequentemente, a voltametria ciclica ¢ o primeiro experimento a ser realizado
quando se deseja estudar o comportamento eletroquimico de um composto ou a
superficie do eletrodo®. Na voltametria ciclica, o potencial aplicado ao eletrodo
de trabalho varia continuamente com o tempo na forma de onda triangular
(Figura 1.7), partindo de um valor inicial E;, at¢é um valor limite pré-
determinado, E,. Ao alcancar E,, a dire¢cdo da varredura ¢ invertida ¢ um
caminho inverso ¢ percorrido até chegar a Ey, que pode ser o valor do potencial

inicial E;, ou outro valor de potencial pré-estabelecido.
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Figura 1.7 - (A) Variagdo do potencial com o tempo em voltametria ciclica.
(B) Voltamograma ciclico para um sistema reversivel .

A direcdo da varredura pode ser positiva ou negativa, € em
principio, a velocidade com que o potencial ¢ varrido pode assumir qualquer
valor. Também € possivel realizar multiplas ciclagens durante o experimento,
muitas vezes, ha uma diferenca entre o voltamograma obtido na primeira
ciclagem e nas ciclagens posteriores, por onde ¢ possivel obter informagdes

. ~ 8
sobre o mecanismo da rea¢do em estudo’".

1.4.2. Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

O desenvolvimento da voltametria de onda quadrada (SWV), do
inglés “Square Wave Voltammetry” se deu a partir da década de 50, quando
Barker aplicou pulsos de potencial em um eletrodo gotejante de mercurio, e

81,82 . L :
. Porém a técnica desenvolvida por

chegou a polarografia de onda quadrada
Barker, possuia uma sensibilidade limitada pela reversibilidade do sistema e,
principalmente, pelos ruidos originarios de vérias fontes que o capilar de
mercario juntamente com a coluna captavam e assim, influenciavam
intensamente nas respostas de corrente. Para resolver este problema, ele optou
por modificar a freqiiéncia de aplicacdo da onda quadrada, assim como utilizar

uma variacdo mais rapida na rampa de potencial, de maneira a obter uma
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resposta de corrente-potencial otimizada, ampliando o limite de deteccdo da
metodologia. Mas, os ruidos externos que eram intensificados pela utilizacao do
capilar ainda influenciavam de maneira consideravel nas analises®"*’.

Baseados nestes primeiros estudos realizados por Barker, em 1969,

Ramaley e Krause®™™

substituiram o eletrodo gotejante de mercurio por
eletrodos estacionarios eliminando os ruidos provenientes do capilar de
mercurio, € também substituiram a rampa linear de potencial por uma rampa de
potencial na forma de escada. Assim, surgiu a voltametria de onda quadrada que
utiliza uma variacdo de potencial na forma de onda, aliada a uma rampa de
potencial na forma de escada, gerando um pico simétrico que poderia ser
utilizado com sucesso nas determinacdes analiticas®'. Contudo, nesta forma de
aplicagdo de potencial, a medida de corrente era realizada préxima ao centro do
pulso, e as varreduras de potenciais eram limitadas para pequenos valores de
amplitude, e consequentemente, baixas velocidades de varreduras, o que
provocava uma perda de sensibilidade analitica.

Para tentar corrigir essas limitagdes, em 1977, Christie, Turner e
Osteryoung™*°, desenvolveram um estudo no qual a medida de corrente era
realizada ao final do pulso de potencial, o que possibilitou que as varreduras de
corrente em fun¢do dos pulsos de potenciais aplicados fossem feitas em
velocidades superiores a 100 mV s™, este ¢ 0 modelo mais atual de SWV.

As formas de onda para esta técnica, apresentadas na Figura 1.8,
consiste de uma onda simétrica (amplitude de pulso de potencial, a) sobreposta a
uma “escada de potencias” (incremento de varredura de potencial, AE;), sendo
que um periodo completo de onda quadrada ocorre para cada periodo (t) da

escada de potencias. A largura do pulso, ou t/2, ¢ denominada t, e a freqiiéncia

de aplicacdo dos pulsos de potencias, 1/t, é designada por f 5354,
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E>>Ep p/2 E<-=:Ep

Figura 1.8 - Representagao esquematica da voltametria de onda quadrada, onde:
1) potencial na forma de onda; 2) escada de potencial; 3) forma de aplicagao do
potencial na SWV; 4) forma da onda da corrente; 5) sinal da corrente; 6)
corrente diferencial ¢ 7) corrente total®'.

As correntes elétricas sao medidas ao final dos pulsos diretos (no
sentido da varredura) e reversos (no sentido oposta da varredura), e o sinal ¢
dado como uma intensidade da corrente resultante (Al = Iy - I;) que é um sinal
obtido diferencialmente, e apresenta excelente sensibilidade e minimizacao das
correntes capacitivas®>. A Figura 1.9 apresenta a forma de aplicagdo de potencial
tipica da voltametria de onda quadrada. Adicionalmente, na Figura 1.10, estdo
representados os voltamogramas teéricos que podem ser obtidos em um sistema

reversivel (A) e um sistema totalmente irreversivel (B).
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Einic.
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Figura 1.9 - Forma de aplicacdo de potencial na voltametria de onda quadrada®'.

resultante A B

Corrente
Corrente

reversa

Potencial Potencial

Figura 1.10 - Voltamogramas de onda quadrada esquematicos para um sistema
reversivel (A) e para um sistema totalmente irreversivel (B)*'.

A voltametria de onda quadrada apresenta algumas vantagens com
relagdo a outras técnicas voltamétricas. Uma dessas vantagens ¢ a diminuigdo da

interferéncia proveniente da corrente capacitiva, uma vez que, na SWV, assim
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como em outras técnicas de pulso, como a corrente capacitiva ¢ proporcional a

~URC . A ~ ca
e ,ondeté o tempo, R a resisténcia da solu¢do e C a capacitincia da dupla

camada, e a corrente faradaica ¢ aproximadamente proporcional a t'?, a
variacdo de corrente diminui mais rapidamente que a corrente faradaica. Assim,
as medidas de corrente sdo realizadas apds a corrente capacitiva ter se tornado
negligenciavel, melhorando a resolugio dos dados experimentais®’.

Outra vantagem importante esta relacionada com a velocidade de
varredura (produto da freqiiéncia de aplicagdo dos pulsos de potencias (f) pelo
incremento de varredura de potencial (4E;)). Como ¢€ possivel trabalhar em altas
velocidades de varredura de potencial e como a corrente de pico ¢ funcdo da
velocidade de varredura, a sensibilidade desta técnica pode aumentar
significativamente, alcancando limites de detec¢do de 10" mol L™, dependendo
do sistema’. Pela voltametria de onda quadrada ainda é possivel obter
informacdes mecanisticas mais precisas que as obtidas por voltametria ciclica,
sendo que a SWV nado possui as mesmas limitagdes da voltametria ciclica, onde
sistemas irreversiveis apresentam sérios problemas em relacdo a queda de

o ~ 87
sensibilidade e de resolugao™".

1.4.2.1. Desenvolvimento Teorico

Basicamente, todo o desenvolvimento tedrico foi desenvolvido por
dois grupos de trabalho; o grupo de Janet Osteryoung em New York, e o grupo
de Milivoj Lovric na Tugoslavia. Os aspectos basicos ja estdo bem definidos e
apresentados em diversas publicacdes facilitando a utilizagdo da técnica e a
andlise de resultados obtidos.

Os critérios de diagnosticos de processos redox na SWV foram
desenvolvidos e testados de acordo com inimeros calculos tedricos, por meio de
simulagdo de reagdes reversiveis, quase-reversiveis e irreversiveis e
considerando as reagdes com adsor¢do de reagente e/ou produto. Estes critérios

que serdao apresentados resumidamente podem fornecer informagdes com
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relagdo a niimero de elétrons envolvidos no processo redox e informagdes sobre

s . 81
a cinética de tais processos .

1) Se ndo ocorrer adsor¢ao da espécie eletroativa na superficie do eletrodo e se o
coeficiente de transferéncia de carga (o) for considerado igual a 0,5, a
intensidade de corrente de pico para sistemas reversiveis ¢ maior que para
sistemas irreversiveis. Isso ocorre porque a corrente resultante ¢ a diferenga
entre as correntes diretas e inversas, € quanto maior a reversibilidade da reacao
maior ¢ a contribui¢do da corrente inversa, aumentando significativamente a

corrente resultante.

L=14-1; (1)

Como pode se observado pela equagdo 1, as correntes inversas sao
negativas e acabam contribuindo para uma melhora intensa na resposta

R 88
voltamétrica™".

2) Em reagdes totalmente irreversiveis a corrente de pico (lp) apresenta uma
relacdo linear com a freqiiéncia de aplicagdo dos pulsos de potencias (f). Porém,

em reagdes reversiveis a corrente de pico € linear com a raiz quadrada da

n - 81,828 ~
freqiiéncia®*>*, como mostram as equagdes 2 e 3:
I, =k f (reagdes irreversiveis) (2)
L ~ o
I, =k f * (reagdes reversiveis) 3)

Para reagdes quase-reversiveis a relagdo entre I, e f ndo ¢ linear.
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3. A dependéncia dos potenciais de pico com o logaritmo da freqiiéncia de
aplicacdo dos pulsos de potenciais para reacdes irreversiveis ¢ linear, com uma

inclinacao de:

AE,/Alog f = - 2,3RT/anF (ou 4E,/ Adlog f = -59/an mV) (4)

Para sistemas reversiveis, sem adsorcdo do produto a relacao

T g~ 18900,
também ¢ linear, mas com uma inclinacdo de™":

AE,/Alog f = - 2,3RT/2nF (ou 4E,/ Alog f = -29/n mV) (5)

4) A amplitude dos pulsos de potencial também pode influenciar nos valores de
corrente de pico. Para reagdes redox totalmente irreversiveis, a sensibilidade
analitica aumenta com o aumento da amplitude, e para reagdes reversiveis com
adsor¢do de reagentes e/ou produto, a corrente de pico aumenta
proporcionalmente somente para valores de amplitudes menores que 60 mV"™.

A utilizacdo destas equacdes desenvolvidas por Lovric e
Osteryoung ¢ suficiente para fornecer informagdes sobre a reversibilidade do
sistema, e sobre o nimero de elétrons envolvidos no processo redox.

Dentre todas as técnicas eletroanaliticas a SWV ¢ uma das mais
sensiveis podendo alcancar limites de deteccdo comparaveis aos das técnicas

cromatograficas e espectroscopicas.
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1.6 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho estd relacionado com o
desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos para a determinagdo de
edulcorantes em produtos dietéticos, j& que na literatura ndo ha relatos de
trabalhos que empreguem as técnicas eletroquimicas voltamétricas e nem o
eletrodo de diamante dopado com boro para a determinacdo destes adogantes.

De forma mais detalhada este objetivo pode ser dividido em:

» Pesquisar as potencialidades e limitagdes do eletrodo de diamante dopado
com boro nas determinagdes dos adogantes artificiais: aspartame e ciclamato de

sodio.

» Escolha da técnica voltamétrica mais adequada para a analise destes

edulcorantes.

» Desenvolvimento de um procedimento analitico para a analise do aspartame
¢ do ciclamato de s6dio em produtos dietéticos utilizando a técnica voltamétrica
mais adequada. Andlise da influéncia de interferentes presentes nas amostras na

sensibilidade e seletividade da técnica.

» Desenvolvimento de um procedimento analitico para a analise simultanea
dos edulcorantes: aspartame e ciclamato de so6dio também em produtos

dietéticos.



Capitulo 2 - PARTE EXPERIMENTAL
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdao de pureza
analitica (PA), e todas as solugdes foram preparadas em adgua deionizada.

As solugdes estoque de aspartame na concentracdo de 0,01 mol L™
foram preparadas previamente ao uso para evitar o processo de hidrolise. Estas
solucdes foram preparadas dissolvendo-se 0,0294 g de aspartame (Sigma) em 10
mL de 4cido sulfarico 0,5 mol L. Solugdes contendo entre 1,0 x 10° ¢
5,0 x 10* mol L™ foram preparadas por dilui¢io da solugio estoque em solugio
de 4cido sulftrico 0,5 mol L.

A solugdo estoque de ciclamato de sédio na concentragao de 0,01
mol L™ foi preparada dissolvendo-se 0,0201 g de ciclamato de sodio (Sigma) em
10 mL de 4cido sulfarico 0,5 mol L, ¢ as demais solugdes foram preparadas a
partir desta em solucao de H,SO, 0,5 mol L

Foram preparadas varias solugdes de acido sulftrico (Synth 98%
m/m) em diferentes concentragdes, diluindo-se volumes apropriados desse acido
em agua deionizada.

Foram utilizadas micropipetas volumétricas de 50 e 1000 uL e de
5 mL, todas com ponteiras descartaveis de polietileno. Todo material utilizado
(baldes volumétricos, béqueres, etc.), passou por um procedimento de limpeza
adotado com o intuito de assegurar a auséncia de quaisquer residuos que
pudessem inferir nas medidas. Para isto, foi utilizada uma solu¢ao de HNO; 10

% v/v e posterior lavagem com agua deionizada.
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2.2. Amostras Analisadas

As amostras de adocantes dietéticos em pé (Zero cal®, Finn® e
Gold®), adogantes dietéticos liquidos (Zero cal®, Finn®), preparados sélidos para
refrescos diet (Sbelt®, MID®, FIT®, Magro®), refrigerantes cola diet (Coca-cola®
e Pepsi-cola®) e refrigerantes de guarana diet (Antarctica® e Kuat®) utilizadas
para a determinacdo do aspartame e/ou ciclamato de s6dio foram obtidas nos

supermercados locais.

2.2.1. Preparacao das Amostras para a Determinacdo de Aspartame
2.2.1.1. Adocantes Dietéticos em P6 (Zero cal®, Finn® e Gold®)

Massas de 0,115 g exatamente pesadas em balanca analitica foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e dissolvidas em 4cido sulfurico
0,5 mol L', respectivamente. Em seguida, aliquotas de 260 pL foram
transferidas para a célula eletroquimica contendo 10 mL de eletrdlito suporte
(H,SO, 0,5 mol L") e os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos para

cada amostra.

2.2.1.2. Preparados Sélidos para Refrescos (Sbelt®, MID® e FIT®)

Uma massa exatamente pesada de 0,0780 g (Sbelt®), 0,306 g
(MID®) e 0,0680 g (FIT®) foi transferida para baldes de 10 mL, e os volumes
completados com 4cido sulfarico 0,5 mol L' apés dissolugio das mesmas
obtendo-se uma concentracdo tedrica de aspartame 1,0 x 10° mol L. Aliquotas
de 200 puL das amostras foram transferidas separadamente, para célula
eletroquimica contendo 10 mL de eletrélito suporte (H,SO4 0,5 mol L'l) e as

medidas voltamétricas foram realizadas.
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2.2.1.3. Refrigerantes Cola (Coca-cola® e Pepsi-cola®)

As duas amostras de refrigerante cola foram degaseificadas por 5
minutos em banho ultra-som. Em seguida, um volume de 300 pL das amostras
foi transferido diretamente para a célula eletroquimica contendo 10 mL de
H,S0, 0,5 mol L™, obtendo-se concentragdes teoricas de aspartame de 2,5 x 10°
mol L' para a Coca-cola® e 2,4 x 10° mol L' para a Pepsi-cola® e os

voltamogramas de onda quadrada foram obtidos para cada amostra.

2.2.2. Preparacdo das Amostras para a Determinacdo de Ciclamato de
Sédio

2.2.2.1. Adocantes Dietéticos Liquidos (Zero cal®e Finn®)

Aliquotas de 10 uL dos adogantes dietéticos liquidos foram
diretamente transferidas para a célula eletroquimica contendo 10 mL de
eletrélito suporte (H,SO, 0,5 mol L'l), respectivamente. Em seguida, os

voltamogramas de onda quadrada foram obtidos.

2.2.2.2. Preparado Sélido para Refresco (Magro®)

Uma massa exatamente pesada de 0,0670 g foi transferida para
baldes volumétricos de 10 mL e dissolvidas com éacido sulfarico 0,5 mol L™,
desta solugdo foi retirada uma aliquota de 400 uL que foi diretamente
transferida para a célula eletroquimica contendo 10 mL de H,SO, 0,5 mol L™, e

os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos.

2.2.2.3. Refrigerantes de Guarana (Antarctica® e Kuat®)

As duas amostras de refrigerante de guarand foram degaseificadas

por 5 minutos em banho ultra-som. Em seguida, um volume de 1 mL
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(Antarctica®) e 2 mL (Kuat®) foi transferido separadamente para a célula
eletroquimica contendo 10 mL de H,SO, 0,5 mol L' e os voltamogramas de

onda quadrada foram obtidos.

2.3. Instrumentacao

Para a determinacdo dos edulcorantes aspartame e ciclamato, foram
feitos estudos utilizando-se a voltametria ciclica e a voltametria de onda
quadrada. Para tanto, foi utilizado um Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB
PGSTAT-30 (Ecochemie) interfaciado a um microcomputador e gerenciado por
um programa computacional GPES 4.0.

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanga analitica
Mettler, modelo H10 com precisao de £ 0,1 mg.

As medidas de pH das solugdes foram feitas utilizando-se um

pHmetro Orion modelo EA 940.

2.3.1. Eletrodos
2.3.1.1. Eletrodo de Trabalho

O celetrodo de trabalho (Figura 2.1) utilizado para o estudo
eletroanalitico de aspartame e ciclamato de sodio foi o eletrodo de diamante
dopado com boro com area de 0,72 cm?, fabricado pelo Centre Suisse de
Electronique et de Microtechnique SA (CSEM), em Neuchatél, Sui¢a, com um
teor de boro de 8000 ppm. O eletrodo de BDD utilizado foi sintetizado sobre um
substrato de silicio pela técnica de HF CVD (Hot Filament Chemical Vapor
Deposition), cuja fase gasosa consistia de metano (CH,;), com excesso de
hidrogénio (H,) e o gas de dopagem utilizado foi o trimetilboro.

Para a realizagdo dos experimentos o eletrodo de BDD foi

inicialmente submetido a um tratamento catddico. Neste pré-tratamento
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empregou-se a cronopotenciometria no qual foi aplicada ao eletrodo uma

corrente de -0,72 A por 60 s.

L2t

Figura 2.1 — Foto do eletrodo de diamante dopado com boro.
2.3.1.2. Eletrodo de Referéncia

O celetrodo de referéncia utilizado em todas as medidas
voltamétricas foi o eletrodo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). Para a sua obtencio,
um fio de prata foi recoberto com AgCl por anodizacdo. Apds lavagem com
agua o fio de prata recoberto foi introduzido em um tudo de vidro com 3 mm de
diametro interno contendo solugdo de KC1 3,0 mol L™, em seguida o capilar foi
fechado e deixado em repouso por algumas horas. A extremidade desse eletrodo
era sempre mantida em solugdo de KC1 3,0 mol L™ para evitar a evaporacio da

solucdo interna.

2.3.1.3. Eletrodo Auxiliar (contra eletrodo)

O eletrodo auxiliar empregado nas medidas voltamétricas foi uma
placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento fixada em um tubo

de vidro contendo um fio de cobre.



35

2.3.2. Célula Eletroguimica

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula de vidro
de compartimento Unico, como representada na Figura 2.2. A célula tem
capacidade de 15 mL, é equipada com uma tampa de Teflon®, contendo orificios
para a desoxigenagdo da amostra com nitrogénio e posicionamento dos eletrodos

de trabalho, referéncia e auxiliar.

Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia
Entrada de N, \ \ K/ Eletrodo auxiliar

ANNANANARRRNNRNNNN

Figura 2.2 — Representagdo esquematica de uma célula eletroquimica.
2.4. Metodologia
2.4.1. Voltametria Ciclica e de Onda Quadrada

Inicialmente utilizou-se a voltametria ciclica para estudar o perfil
voltamétrico do eletrodo BDD e dos analitos, aspartame e ciclamato de sodio, e
também para a determinagdo do melhor eletrolito suporte € sua concentragao. A
voltametria de onda quadrada foi utilizada para propor um procedimento
eletroanalitico para a determinagdo do aspartame e do ciclamato de s6dio em

amostra de produtos dietéticos sobre o eletrodo de BDD.
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Para a realizacdo das medidas adicionou-se a célula eletroquimica
10 mL do eletrolito suporte (H,SO4 0,5 mol L'l) ¢ entdo a solucdao foi
desoxigenada durante 5 minutos com nitrogénio. Apds a otimizagao do sistema
as curvas analiticas foram obtidas pela adi¢ao de aliquotas da solugdo padrao na
c€lula eletroquimica. Apos cada adi¢do, os voltamogramas de onda quadrada

eram obtidos. As amostras foram analisadas pelo método da adi¢do de padrao.

2.4.2. Estudo de Interferentes

As medidas para determinagdo de possiveis interferentes foram
efetuadas nas mesmas condi¢des experimentais estabelecidas para o aspartame e
para o ciclamato de sdédio. Inicialmente, os interferentes: acesulfame-K,
sacarina, acido citrico, acido ascorbico, sacarose, lactose, benzoato de sodio € os
corantes, amarelo crepusculo, tartrazina e azul brilhante foram analizadas
separadamente para observar quais seriam eletroativos sobre o eletrodo DDB e
se haveria sobreposicao de picos entre os analitos, aspartame ou ciclamato e os
concomitantes estudados. Posteriormente, somente as substidncias que
apresentaram eletroatividade sobre o eletrodo foram analizadas sobre uma
concentracao constante de aspartame ou ciclamato de sodio, sendo feitas adi¢des
sucessivas de diferentes concentracoes destes interferentes a célula

eletroquimica.

2.4.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Um método empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia®
foi utilizado visando a comparagao com os resultados obtidos por SWV.

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo
modelo LC-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS modelo SPD-M10AVP e
coluna C,g Shim-Pack CLC-ODS (60x150 mm, 5 um), a fase movel utilizada foi

acetonitrila/tampao fosfato pH = 4, na propor¢ao 14/86 v/v, com vazao de 0,8
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mL por minuto, o volume da inje¢do foi de 30uL, a temperatura foi de 25 °C e o
comprimento de onda monitorado foi de 192 nm para o aspartame e 200 nm para
o ciclamato.

Para as medidas cromatograficas ndo foi necessario realizar
qualquer tratamento prévio nas amostras, elas foram apenas dissolvidas ou

solubilizadas em uma solu¢do com a mesma composicao da fase moével.
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Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos nos
experimentos realizados com o aspartame e o ciclamato de sddio sob o eletrodo
de BDD, utilizando as técnicas de voltametria ciclica e de onda quadrada. Os
resultados s@o acompanhados de uma breve discussdo e, quando necessario, de

observacdes experimentais.

3.1. Janela Eletroquimica de Potencial

A Figura 3.1 mostra um voltamograma ciclico para o eletrodo BDD
obtido em H,SO, 0,5 mol L. Observa-se que este eletrodo apresenta uma janela
eletroquimica de potencial de aproximadamente 4,0 V, compreendida entre -1,5
e +2,5 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). Isto se deve ao fato deste eletrodo
possuir altos sobrepotenciais para as reacoes de desprendimento de hidrogénio e

de oxigénio.

150

100
HO— 1/20,+2H +2e f

£
0 —_—
/ HO +26 —= 1/2H,+OH
-504
T T T T T T T T T T
2 1 0 1 2 3

EVis. AglAg(

Figura 3.1 - Voltamograma ciclico para o eletrodo de diamante dopado com
boro em acido sulfarico 0,5 mol L.
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3.2. Avaliagdo da Resposta Eletroquimica do Aspartame sobre o Eletrodo

de Diamante Dopado com Boro

Foram realizados experimentos de voltametria ciclica e de onda
quadrada com o eletrodo de BDD, para a determinagdo do aspartame. As
condi¢des experimentais foram otimizadas visando-se desenvolver um

procedimento para a determinagdo do aspartame em produtos dietéticos.

3.2.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica ¢ a técnica mais comumente utilizada para os
estudos de eletroatividade de compostos organicos. Sendo assim, foram
realizados experimentos preliminares de voltametria ciclica para observar a
presenga de processos de oxidagdo ou de redugcdo do aspartame sobre a
superficie do eletrodo de BDD. Os resultados experimentais obtidos com
experimentos de voltametria ciclica (Figura 3.2) mostraram que o aspartame
apresenta resposta eletroativa no sentido positivo de varredura, ou seja, ocorre
um processo de oxidagao do analito sobre o eletrodo BDD. Ademais, como pode
ser observado nesta figura, ndo ha um pico no processo inverso (reducao) o que

indica um processo irreversivel.
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Figura 3.2 - Voltamogramas ciclicos empregando o eletrodo BDD, na auséncia
(a) e na presenca de aspartame 1,0 x 10 mol L™ (b), em H,SO, 0,5 mol L™".

3.2.1.1. Estudo do Efeito do Meio

Experimentos iniciais com o aspartame foram realizados em
diferentes eletrolitos suportes tais como: tampao fosfato (pH = 6), tampao de
Britton-Robinson (BR) (pH= 5) e 4cido sulfurico 0,5 mol L. Os voltamogramas
obtidos para o aspartame nos diferentes eletrolitos suporte estdo apresentados na
Figura 3.3. O eletrdlito suporte que proporcionou uma melhor resposta para o
processo de oxidagdo do aspartame foi o &cido sulfurico, com um perfil
voltamétrico melhor definido, intensidade de corrente de pico ligeiramente

maior ¢ ainda, apresentou um potencial de pico menor.
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Figura 3.3 - Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo do aspartame em
diferentes eletrdlitos suporte: (A) tampao fosfato (pH = 6,0); (B) tampao BR
(pH = 5,0); (C) 4cido sulfarico 0,5 mol L™.

Os voltamogramas da Figura 3.4 sdo resultados da variacdo da
concentracdo do eletrdlito suporte, observa-se que o potencial de pico € pouco
influenciado pela variagdo da concentragdo do eletrélito, ao contrario da
intensidade de corrente de pico que apresenta valores diferentes para cada
concentracdo do eletrolito, neste caso, a concentragdo do eletrélito suporte
selecionada foi de 0,5 mol L™, no qual observa-se um maximo de corrente.

Antes da realizacdo das medidas eletroquimicas todas as solucdes

foram desoxigenadas durante 5 minutos com nitrogénio gasoso. Como pode ser
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observado na Figura 3.5 a auséncia de oxigénio promove uma melhora com

relagdo a intensidade de corrente de pico.

754
—0,1mol L*
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Figura 3.4 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o aspartame em diferentes
concentracdes do eletrolito suporte acido sulfurico (H,SO,). ([Aspartame] = 5,0
x 10 *mol L, v=50 mV s™).

40 -
a
b
30+
gzo-
10 P
- ,,/

—
13 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.5 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o aspartame 1,0 x10™ mol L™,
na presenca de oxigénio (a); € na auséncia de oxigénio (b).
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3.2.2. Voltametria de Onda Quadrada

Os voltamogramas de onda quadrada apresentaram um
comportamento semelhante aqueles obtido por voltametria ciclica, apresentando
somente um pico de oxidacdo para o aspartame em torno de 1,6 V vs. Ag/AgCl
(KC1 3,0 mol L™). Nas respostas obtidas com a SWV, a corrente medida ¢ uma
resultante entre as correntes de varredura no sentido direto e no sentido reverso
de aplicacdo dos pulsos de potencial. A separagdo e demonstracdo destas
correntes podem ser utilizadas para se observar a presenca de picos em ambos 0s
sentidos e, assim, realizar uma avaliagdo prévia do tipo de reagdo redox que
ocorre no sistema.

A Figura 3.6 apresenta a separagdo das componentes de corrente
para o aspartame sobre o eletrodo BDD. Observa-se que a corrente resultante ¢
bastante semelhante a corrente direta e ainda, a corrente reversa ndo apresenta

. r y o . . ’ . 1
pico. Este comportamento é caracteristico de sistemas totalmente irreversiveis® .

30
sentido direto
sentido reverso
resultante
20+
<
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E/V vs. Ag/AgClI

Figura 3.6 - Voltamogramas de onda quadrada do aspartame (1,0 x 10 mol L™,
em acido sulfarico 0,5 mol L', f=10s", a=40 mV, AE, =2 mV).
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3.2.2.1. Efeito do Pré-Tratamento Catédico

Um trabalho desenvolvido por Suffredini et al.”’ chamaram a
atencdo para o efeito de pré-tratamentos eletroquimicos sobre a resposta
eletroquimica do eletrodo de diamante dopado com boro. Neste trabalho,
Suffredini et al. relatam que ao realizar uma polarizacdo catddica sobre o
eletrodo de BDD obteve-se uma melhora significativa com relacdo a resposta
eletroquimica do eletrodo e consequentemente com relagdo ao limite de
deteccdo para clorofendis. Diante disso, optou-se por realizar este pré-
tratamento catddico sobre o eletrodo de BDD com o objetivo de melhorar a
resposta eletroquimica do eletrodo para o aspartame. Neste pré-tratamento ¢
aplicada ao eletrodo uma corrente de -0,72 A por 60 s.

A Figura 3.7 mostra os voltamogramas obtidos para o aspartame
sobre o eletrodo sem o pré-tratamento catddico e apds o pré-tratamento.
Observa-se que, assim como para os clorofendis, o pré-tratamento catodico
sobre o eletrodo de BDD causa uma melhora significativa no perfil voltamétrico

para o aspartame, ¢ também um aumento na corrente de pico anddica.
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Figura 3.7 - Voltamogramas de onda quadrada do aspartame 1,0 x 10 mol L™
sobre o eletrodo BDD sem pré-tratamento catodico (a) € com o pré-tratamento
catédico (b); (F=10s",a=40 mV, AE,=2 mV, H,SO, 0,5 mol L™).

Este pré-tratamento catodico era realizado diariamente antes da
realizacdo dos experimentos, pois a exposi¢do do eletrodo ao ar atmosférico

causa oxida¢do da superficie do eletrodo diminuindo o efeito do pré-

tratamentogz.

3.2.2.2. Efeito da Frequéncia de Aplicacéo dos Pulsos de Potenciais (f)

Para o desenvolvimento de um procedimento analitico empregando
a voltametria de onda quadrada ¢ de grande importancia a otimizag¢do de
parametros como a freqiiéncia de aplicag¢ao de pulsos de potencial (f), amplitude
de pulso de potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AE;), pois
podem melhorar de forma significativa a resposta voltamétrica. Desta forma,
estes parametros foram avaliados.

A freqiiéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial ¢ uma das mais

importantes varidveis na voltametria de onda quadrada, pois ¢ ela que determina
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a intensidade dos sinais e conseqiientemente a sensibilidade do método, e ainda
fornece informagdes sobre o processo mecanistico do sistema.

A Figura 3.8 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
para o aspartame em funcdo da variag¢do da freqiiéncia. Observa-se que a medida
que se aumenta a freqiiéncia de aplica¢dao de pulsos de potenciais ocorre também
um aumento na intensidade da corrente de pico e um deslocamento dos
potenciais de pico para valores mais positivos, mas hd também, um
deslocamento da linha base para valores maiores de correntes. Portanto, a
freqiiéncia escolhida foi a de 10 s™', para evitar altos valores de corrente para a

linha base.
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E/V vs. Ag/AgClI

Figura 3.8 - Influéncia da variacdo da freqiiéncia de aplicagdo dos pulsos de
potencial no aspecto geral dos voltamogramas do aspartame (1,0 x 10 mol L™,
a=40mV, AE,=2 mV, H,SO4 0,5 mol L.

Segundo a teoria da voltametria de onda quadrada®*

, para sistemas
difusionais totalmente irreversiveis com processo controlado por adsorcdo das
espécies, a intensidade de corrente varia linearmente com a freqiiéncia de

aplicagdo dos pulsos de potencial. A Figura 3.9 mostra o comportamento da
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corrente de pico em funcdo da variagdo da freqli€ncia, pela linearidade obtida,
confirma-se que o processo de oxidacao do aspartame sobre o eletrodo de BDD

¢ irreversivel e controlado por adsor¢ao.

100

20 T T T T T T T T T T

Figura 3.9 - Dependéncia da corrente de pico com a freqiiéncia de aplicacao dos
pulsos para o aspartame (dados extraidos da Figura 3.8).

3.2.2.3. Efeito da Amplitude do Pulso de Potencial (a)

Um outro parametro estudado foi a influéncia da variagdo da
amplitude de pulso de potencial na corrente de pico para a oxidagdo do
aspartame. A variacdo da amplitude de pulso de potencial pode servir para uma
avaliagdo do tipo do processo redox envolvido, j& que para sistemas totalmente
irreversiveis o aumento da amplitude pode deslocar os valores de potenciais de
pico, provocar mudancas significativas nas larguras de meia-altura dos
voltamogramas, e, além disto, o aumento da amplitude também pode provocar
aumento da corrente de pico. Os voltamogramas obtidos para o aspartame nos

diferentes valores de amplitude estdo apresentados na Figura 3.10.
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E/V vs. Ag/agCl

Figura 3.10 - Influéncia da variagdo da amplitude de pulso de potencial no
aspecto geral dos voltamogramas do aspartame (1,0 x 10* mol L™, f =10 s,
AE;=2mV, H,SO0, 0,5 mol L™).

Observa-se que para valores de amplitudes menores que 40 mV, o
aumento da intensidade de corrente ¢ linear, valores estes apresentados na
Figura 3.11. Adicionalmente, amplitudes maiores parecem nao atuar de modo
significativo na sensibilidade para propositos analiticos, Sendo assim, a

amplitude selecionada para o desenvolvimento deste trabalho foi de 40 mV.
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Figura 3.11 - Dependéncia da corrente de pico com a variagdo de amplitude de
pulso de potencial para o aspartame (dados extraidos da Figura 3.10).

3.2.2.4. Efeito do Incremento de Varredura (AEs)

Na voltametria de onda quadrada a velocidade efetiva ¢ o resultado
do produto da freqiiéncia pelo incremento de varredura. Deste modo um
incremento de varredura maior pode aumentar o sinal obtido e assim melhorar a
sensibilidade do método. No entanto, com incrementos maiores podem ocorrer
alargamentos nos picos obtidos e assim a resolucdo pode ser comprometida,
desta forma este ¢ um parametro que também deve ser analisado.

Na Figura 3.12 ¢ apresentada a dependéncia da intensidade de
corrente de pico em fungdo da variacdo do incremento de varredura para o
aspartame. Pode-se observar que a corrente de pico varia linearmente com o
incremento de varredura até 2 mV, desta forma optou-se em trabalhar com este

valor de incremento de varredura (2 mV).
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Figura 3.12 - Influéncia da variacdo do incremento de varredura sobre as
correntes de pico ([Aspartame] = 1,0 x 10* mol L™, f=10 s, a =40 mV em
H,S04 0,5 mol L.

3.2.2.5. Estudo de Repetibilidade e Reprodutibilidade

A repetibilidade e a reprodutibilidade do eletrodo de BDD foram
estudadas empregando solugdes padrio de aspartame 1,0 x 10 mol L' em 4cido
sulfirico 0,5 mol L. O estudo de repetibilidade foi feito em quintuplicata
(n=5) para a solucdo de aspartame (Figura 3.13). J4 no estudo de
reprodutibilidade 5 medidas de corrente foram obtidas em dias diferentes com
diferentes solugdes de aspartame 1,0 x 10™ mol L'e estdo mostrados na Figura
3.14.

O desvio padrao relativo (RSD) obtido para o estudo de
repetibilidade foi de 0,17 % e para a reprodutibilidade foi de 2,8 %.



52

40

30+

I/uA

10+

13 14 15 16 17 18
E/V vs. Ag/AgCl
Figura 3.13 - Voltamogramas de onda quadrada para o aspartame 1,0 x 10™* mol

L' em 4cido sulfarico 0,5 mol L™ obtidos em quintuplicata (n=35) (f=10s", a
=40 mV, AE; =2mV).

I/uA

0 T ' T ' T ' T ' T ' T
1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8

E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.14 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos em dias diferentes para
solugdes de aspartame 1,0 x 10 mol L™ em acido sulfarico 0,5 mol L™ (n = 5)
(f=10s",a=40 mV, AE,=2 mV).
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3.2.3. Construcéo da Curva Analitica

ApoOs a otimizagdo dos parametros que envolvem a voltametria de
onda quadrada, a curva analitica foi construida. Aliquotas de 50 uL da solucao
padrio de aspartame na concentragdo de 1,0 x 10” mol L™ foram adicionadas
em 10 mL de H,SO, 0,5 mol L. A Figura 3.15 mostra os voltamogramas de
onda quadrada obtidos variando-se a concentragio de aspartame de 9,9 x 107
mol L' a 52 x 10° mol L"". A curva analitica pode ser observada na Figura

3.16, e a equagdo da reta obtida foi:

(Ipa/ wA) = 0,301 + 2,18 x 10° [Aspartame] mol L™ (6)

com um coeficiente de correlagao de 0,9998.

25 4
branco
——0,99x10%mol L1
5 -1
20 4 = 1,48x10""mol L
——1,96x10"°mol L1
{ ——2,44x10%molL?
——2,91x10"2mol L1
154 ——3,38x105moiL?
< 5 1
= ——3,85x10%mol L
= _
——14,31x10"°mol L1
5 1
10 - 4,76x10°mol L

—5,21x10"°mol L1

T T T T T T T T T T
1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9
E/V vs. Ag/AgClI

Figura 3.15 - Voltamogramas de onda quadrada em diferentes concentragdes de
aspartame (f=10s", a=40 mV, AE,=2 mV).
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Figura 3.16 - Curva analitica obtida para o aspartame em H,SO4 0,5 mol L™,

Para a determinacdo do limite de deteccdo utilizou-se o desvio
padrao da média aritmética de 10 voltamogramas do branco, obtidos das
correntes medidas no mesmo potencial de pico de oxidacdo do aspartame, e a

relacao:

LD= 3S, (7)
b

onde Sy ¢ o desvio padrao da média aritmética de 10 brancos e b o valor do
coeficiente angular da curva analitica. O limite de detec¢do obtido para o

intervalo de concentracdo estudado foi de 2,3 x 107 mol L™,

3.2.4. Estudo de Interferentes em Potencial e Teste de Adicédo e

Recuperacao

Para investigar a seletividade do eletrodo de BDD, diversas

substancias geralmente adicionadas em produtos dietéticos como: acesulfame-K,
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ciclamato, sacarina, acido citrico, acido ascorbico, sacarose, lactose, benzoato de
sodio e os corantes, amarelo crepusculo, tartrazina e azul brilhante, foram
analisadas. Os testes foram feitos pela adicdo destes concomitantes a solugao de
aspartame na concentragdo de 3,0 x 10° mol L' e os resultados foram
comparados com os resultados obtidos para as medidas feitas somente com a
solucdo de aspartame. Algumas das substancias analisadas como benzoato de
sodio, sacarina e sacarose nao apresentaram eletroatividade frente ao eletrodo de
BDD. Dentre as que apresentaram eletroatividade somente a tartrazina
apresentou um pico de oxidagdo proéximo ao potencial de pico do aspartame.
Com pode ser observado pela Figura 3.17, o voltamograma obtido para o
aspartame na presenca de tartrazina em concentracoes 1/1 apresentou uma queda
de corrente de aproximadamente 5% com relagdo ao voltamograma obtido

somente para o aspartame.
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E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.17 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o aspartame na
concentracdo de 3,0 x 10 mol L', na auséncia de tartrazina (a) ¢ na presenca de
tartrazina na concentracdo de 3,0 x 10° mol L™ (b).
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Porém, a tartrazina ¢ um corante alimenticio que ndo esta presente
em todos os produtos dietéticos e, normalmente sua concentragdo nos produtos
que a contém € muito menor que a concentracao de aspartame tornando possivel
a determinacao de aspartame na presenca de tartrazina com boa exatidao.

As outras substancias mesmo apresentando eletroatividade frente ao
eletrodo de BDD nao provocaram qualquer interferéncia na resposta do eletrodo
de BDD para o aspartame, sendo que os potencias de pico dessas substancias sao
distantes do potencial de oxidacdo do aspartame e ndo ocorreu bloqueio do
eletrodo de BDD.

O estudo de adicdo e recuperacdo das substancias ativas em
amostras de interesse também pode fornecer informagdes da influéncia de
possiveis interferentes existentes na matriz desses produtos sobre o
procedimento proposto. Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata
para algumas amostras de produtos dietéticos: adocantes de mesa (Zero Cal®,
Finn® e Gold®); preparados solidos para refrescos (Sbelt®, FIT® e MID®) ¢
refrigerantes cola (Coca-cola® e Pepsi-cola®™); por meio da adicdo de aliquotas de
solucdo padrao de aspartame as solu¢des dessas amostras. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 3.1.

As recuperagdes variaram entre 95,9 % e 104,4 %, e estes valores
obtidos indicam que ndo houve interferéncia da matriz das amostras na

determinacdo de aspartame pelo procedimento analitico desenvolvido.
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Tabela 3.1. Estudo de adigdo ¢ recuperagdo de aspartame em amostras de
produtos dietéticos

Aspartame /10 mol L™

Amostras — Recuperacao/9t

Adicionado Recuperado peragaorvo
1,91 1,92 100,6
Zero Cal® 2,84 2,93 103,1
3,75 3,80 101,4
1,91 1,89 99,2
Finn® 2,84 2,86 100,8
3,75 3,86 103,2
1,91 1,88 98.4
Gold® 2,84 2,88 101,4
3,75 3,71 98.9
1,80 1,74 96,8
Sbelt® 2,79 2,75 98,6
3,69 3,67 99,4
1,80 1,79 99.4
FIT® 2,79 2,76 99,1
3,69 3,76 101,8
1,80 1,81 100,5
MID® 2,79 2,75 101,4
3,69 3,54 95.9
1,80 1,88 104,4
Coca-cola® 2,79 2,85 102,1
3,69 3,71 100,5
1,80 1,85 102,8
Pepsi-co]a® 2,79 2,90 103,9
3,69 3,84 104,0

(n=3)
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3.2.5. Determinacdo de Aspartame em Amostras Comerciais e Validacao do
Procedimento Analitico por Comparacdo com Analise por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Com o objetivo de avaliar o desempenho do procedimento analitico,
determinou-se o aspartame em produtos dietéticos encontrados no comércio
local. O método utilizado para a determinagdo de aspartame foi o método de
adicao de padrao. A Figura 3.18 mostra os voltamogramas obtidos pelo método

de adi¢do de padrao para uma amostra de produto dietético.
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Figura 3.18 — SWV obtidos para a determinagdo de aspartame em produtos
dietéticos (adogante de mesa: Zero cal™). (1) amostra Zero cal®; (2) amostra
Zero cal® + 1,0 x 10” mol L™'; (3) amostra Zero cal® + 1,9 x 10° mol L™'; (4)
amostra Zero cal® + 2.8 x 10° mol L™ e (5) amostra Zero cal® + 3,7 x 10™ mol
L de solugdo padrio de aspartame.

O procedimento desenvolvido se mostrou simples, rapido e
eficiente podendo ser utilizado para a determinacao de aspartame em produtos
dietéticos. A Tabela 3.2 mostra os resultados obtidos para todas as amostras de

produtos dietéticos que foram analizadas.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para
fazer uma comparagdao dos resultados obtidos com a voltametria de onda
quadrada e o eletrodo de BDD para a determinagdo de aspartame em produtos
dietéticos. Nas condi¢des experimentais empregadas, ja apresentadas na parte
experimental, a molécula do aspartame apresentou um tempo de retengdo de
19,6 minutos. Um cromatograma tipico do aspartame ¢ apresentado na Figura

3.19.

A (ua)
a0 5 wu  1es’ 150 TS 200 ZES 0 25D

15

B R T T AT T R T T I I
minutos

Figura 3.19 — Cromatograma tipico para o aspartame na concentragao de 2,0 x
10° mol L™

A Figura 3.20 mostra a curva analitica obtida por HPLC para o
aspartame no intervalo de concentragdo de 1,0 x 10°mol L' 26,0 x 10° mol L™

¢ abaixo segue a equagdo da curva analitica obtida.

A(u.a) = 40,2 + 49,4 x 10° [Aspartame] mol L™ (8)
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Figura 3.20 — Curva analitica obtida para o aspartame empregando HPLC.

Na Tabela 3.2 encontram-se os resultados obtidos para a
determinacdo do aspartame em produtos dietéticos por HPLC e por SWV.
Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto empregando SWV
estdo em concordancia com os resultados obtidos pelo método de referéncia
empregado, HPLC. Os resultados obtidos pelos dois métodos também foram
comparados aplicando-se o teste t pareado ” (texp = 2,415 teritico = 2,57). Como o
texp (2,41) obtido € menor que 0 triico (2,57) conclui-se que os resultados obtidos
na determinagdo de aspartame por SWV e por HPLC ndo apresentaram
diferencas significativas, a um nivel de confianga de 95% e estdo dentro de um

erro relativo aceitavel.
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Tabela 3.2. Resultados obtidos na determinacdo de aspartame em produtos
dietéticos analisados por HPLC e por SWV

Aspartame (mg/100mL)
Erro Erro
Valor _ _
Amostras HPLC SWV  Relativo Relativo
Rotulado
% ()%
®
Zero cal —  0,63+0,02 0,64+0,02 —— 1,6
Adocantes ®
Finn —  0,62+0,03 0,60+0,01 —— -3,3
de mesa o
Gold ——  0,56+0,04 0,55+0,03 —— -1,8
®
Preparados Sbelt 30,0 31,0602 292404 2.7 -5,8
solidos para Mid® 28,8 28,6£0,3 28,4+0.4 -1,4 -0,7
refrescos FIT® 34,1 34,2+0,2 34,7+0,5 1,7 1,4
Refrigerante Coca-cola® 24,0 24.1+0,2 24,5+0.4 2,0 1,6
cola Pepsi—cola® 34,9 35,1+£0,5 36,0+0,4 3,0 2,5

(n=3) Erro relativo (1) % = 100 x (valor voltamétrico — valor rotulado)/valor rotulado
Erro relativo (2) % = 100 x (valor voltamétrico — valor HPLC)/valor HPLC

3.2.6. Numeros de Elétrons Envolvidos e Mecanismo de Oxidacdo do

Aspartame

Na literatura, ainda ndo ha um mecanismo proposto de oxidagdo do
aspartame. Diante disso, iniciaram-se alguns estudos para tentar sugerir um
possivel mecanismo de oxidagdo deste edulcorante.

O efeito do pH sobre os potencias de pico ¢ uma das ferramentas
que pode fornecer informagdes sobre o nimero de elétrons envolvidos na reacao

redox, segundo a equacao de Nernst aproximada para processos irreversiveis:
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E=Ey- 9959 jog[H"]
n )]

onde E = potencial da célula, E, = potencial padrdo de reducdo e n = nimero de
elétrons envolvidos.

A Figura 3.21 mostra a relagdo Ep vs. pH, para uma solucao de
aspartame 1,0 x 10 mol L num intervalo de pH de 0,3 a 1,3. O potencial de
pico diminui linearmente com o aumento do pH, com uma tangente igual a
(dE/dpH) = - 51 mV/pH, correspondente de acordo com a equagdo (9) a uma

transferéncia de um proton e um elétron por molécula de aspartame oxidada.

1,62

Ep/ V vs. Ag/AgCl
P o I I
(62} (63} a (e} o
P A S

1,56 1T T T T T " T " T " 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14

Figura 3.21 - Variagao do potencial de pico com o pH para o aspartame.

Utilizando-se os critérios de diagndsticos disponiveis para a técnica

1 r b r 4
1% também foi possivel prever o nimero de

de voltametria de onda quadrada
elétrons envolvidos na reagdo de oxidacao do aspartame. De acordo com estes
critérios, a dependéncia dos potenciais de pico com o logaritmo da freqliéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial para reacdes totalmente irreversiveis com

reagentes e/ou produtos adsorvidos € linear e apresenta uma inclinagado de:
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AE,/Alog f = - 2,3 RT/anF (10)

onde: a ¢ o coeficiente de transferéncia de carga € n o nimero de elétrons
envolvidos na reagao.

A Figura 3.22 apresenta o comportamento do potencial de pico em
funcdo do logaritmo da freqiiéncia para o aspartame. Como pode ser observado
ha um comportamento linear com uma inclinagdo da curva de 0,088.
Empregando-se a equacdo (10) tem-se que an € igual a 0,67. Considerando-se o
coeficiente de transferéncia de carga igual a 0,5, que ¢ o valor comumente
utilizado para moléculas organicas, o numero de elétrons envolvidos no

processo de oxidagdo do aspartame ¢ igual a 1.

Ep/V vs. Ag/AgCI

z

1,634

—
10 12 14 16 18 20 22
Logf

Figura 3.22 - Dependéncia do potencial de pico com o logaritmo da freqiiéncia
de aplicagdo dos pulsos de potencial.

Os estudos realizados indicam que no processo de oxidagdo do
aspartame esta envolvido apenas um elétron e, baseando-se em mecanismos de
oxidagdo propostos na literatura para outras moléculas semelhantes a molécula

do aspartame, sugere-se que em meio acido o aspartame pode se oxidar
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formando uma hidroxilamina e aldeido liberando um elétron e um préton, como

mostra a reagao a seguir:

/o
OH — C——CH,— CH— C —NH —CH—( o —>
“NOCH;
NH2 CH2
OH—C—CH,—CH—C—H + OH—NH—CH—C/O + H + e
“N\OCH;
NH, CH,

No entanto, ainda serdo necessarios outros estudos para a

confirmacao deste mecanismo de oxidacdo para o edulcorante aspartame.
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3.3. Avaliacdo da Resposta Eletroquimica do Ciclamato de Sédio Sobre o

Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

Inicialmente foram realizados experimentos utilizando-se a
voltametria ciclica para a avaliagdo preliminar do comportamento do ciclamato
de sodio sobre o eletrodo de BDD. Posteriormente, utilizou-se a SWV para o
desenvolvimento de um procedimento analitico para a determinagdo de

ciclamato de s6dio em amostras de produtos alimenticios.
3.3.1. Voltametria Ciclica

A Figura 3.23 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para o
eletrodo de BDD na auséncia e na presenca de ciclamato de sodio na
concentracdo de 3,0 x 10~ mol L™'. Como pode ser observado o voltamograma
obtido para o ciclamato de sddio apresentou somente um pico de oxidacdo em
torno de 1,9 V vs. Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L"), com caracteristicas de um

processo irreversivel, ou seja, ndo apresenta pico de reducao no sentido inverso.

800+
—a
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1,4 1,6 1,8 2,0 2,2

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.23 - Voltamogramas ciclicos empregando o eletrodo BDD, na auséncia
(a) e na presenca de ciclamato de sodio 3,0 x 107 mol L (b) em H,SO,
0,5 mol L.
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3.3.1.1. Estudo do Efeito do Meio

Os eletrolitos suporte selecionados para este estudo foram: tampao
Britton-Robinson (BR) (pH = 5) e 4cido sulfarico 0,5 mol L. Pelos
voltamogramas obtidos, mostrados na Figura 3.24, o eletrodlito suporte escolhido
para o desenvolvimento do trabalho com ciclamato de sddio também foi o acido

sulfirico por apresentar maior intensidade de corrente e melhor defini¢do de

pico.
400
A ®
1 1200-
300
00
S 200+ fi
— -_— w)_
100
300
0+ oA
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
18 2,0 2,2 2,4 2,6 15 16 17 18 19 20 21 22
E/V vs. AgAgCI EVvs. AgAgd

Figura 3.24 - Voltamogramas ciclicos para a oxidagdo do ciclamato de sodio
3,0 x 10° mol L' em diferentes eletrélitos suporte: (A) tampdo BR (pH = 5,0);
(B) 4cido sulfarico 0,5 mol L™

Posteriormente, foi realizado o estudo da influéncia da variagao da
concentracdo do 4cido sulfurico na resposta voltamétrica para o ciclamato de
sodio. Os voltamogramas obtidos para o ciclamato em diferentes valores de
concentragdao do acido sulfirico encontram-se na Figura 3.25. Pode-se observar
que a corrente de pico ndo sofre grande influéncia pela variacdo da concentragado
do 4&cido sulfurico. Portanto, optou-se por continuar trabalhando com a
concentracdo de 0,5 mol L™ de 4cido sulfirico. As solucdes de ciclamato de

sodio também foram desoxigenadas durante 5 minutos com nitrogénio gasoso,
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pois a auséncia de oxigénio também promoveu uma melhora com relacdo a

intensidade de corrente de pico, como pode ser observado na Figura 3.26.
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E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.25 - Voltamogramas ciclicos para o ciclamato de sddio
3,0 x 10° mol L™ em diferentes concentragdes do eletrdlito suporte, H,SO,.
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Figura 3.26 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o ciclamato de sddio
3,0 x 10 mol L™, na presenca de oxigénio (a); e na auséncia de oxigénio (b).



68

3.3.2. Voltametria de Onda Quadrada

Assim como o observado por voltametria ciclica, o ciclamato de
sodio em &cido sulfurico apresentou somente um pico de oxidagdo em torno de
1,9 V. Na Figura 3.27 estd apresentado um voltamograma de onda quadrada
para o ciclamato de s6dio com as componentes de corrente. Observa-se um
comportamento tipico de uma reagdo irreversivel. Pode-se notar que niao ha
participagdo da corrente reversa ¢ que as correntes direta e resultante sdo

praticamente as mesmas.

350
| —— sentido direto
3004 — sentido reverso
1 —— resultante
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50_
0_
—
T T T T T v T T T T T
16 17 18 19 20 21
E/NV vs. Ag/AgCl

Figura 3.27 - Voltamogramas de onda quadrada do ciclamato de sddio
(3,0x 10° mol L', em H,SO4 0,5 mol L™, f=10s", a=20 mV, AE; =2 mV).

3.3.2.1. Efeito do Pré-Tratamento Catédico

A Figura 3.28 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
para o ciclamato de sddio sobre o eletrodo de BDD sem o pré-tratamento
catddico e apos o pré-tratamento catodico. Observa-se que o voltamograma

obtido para o ciclamato com o eletrodo pré-tratado catodicamente apresentou
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maior corrente de pico e também melhor defini¢do de pico, e por isso optou-se

por trabalhar com a realizagdo do pré-tratamento catddico antes da execucao dos

experimentos.
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Figura 3.28 - Voltamogramas de onda quadrada do ciclamato de sodio 3,0 x107
mol L sobre o eletrodo BDD sem pré-tratamento catédico (a) e com o pré-
tratamento catodico (b). (f=10 s' a=20mV, AE, =2 mV, H,SO, 0,5 mol L'l).

3.3.2.2. Efeito da Frequéncia de Aplicacdo dos Pulsos de Potenciais

A Figura 3.29 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
para o ciclamato de sdédio em funcao da variacao da freqiiéncia de aplicagdo dos
pulsos de potencial. Observa-se que com o aumento no valor da freqiiéncia
ocorre um aumento na intensidade de corrente de pico e também um
deslocamento da linha base para valores maiores de corrente, comportamento
semelhante ao apresentado pelo aspartame, sendo assim, a freqiiéncia de

aplicacdo dos pulsos selecionada para este trabalho foi de 10 s™.
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Figura 3.29 - Influéncia da variagdo da freqiiéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial nos voltamogramas do ciclamato de sodio (3,0 x 10° mol L™, a = 20
mV, AE;=2 mV).

- : 81,82 :
Segundo a teoria desenvolvida para SWV "™, em sistemas

totalmente irreversiveis com processo controlado por adsor¢do das espécies, a
intensidade de corrente varia linearmente com a freqiiéncia de aplicagdao dos
pulsos. Este comportamento ¢ observado na Figura 3.30, sendo que a corrente de
pico varia linearmente com a freqiiéncia confirmando que o processo de

oxidacao do ciclamato de s6dio sobre o cletrodo de BDD ¢ irreversivel.
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Figura 3.30 - Dependéncia da corrente de pico com a freqiiéncia de aplicagdo
dos pulsos para o ciclamato de sodio (dados extraidos da Figura 3.29).

3.3.2.3. Efeito da Amplitude de Pulso de Potencial

Na Figura 3.31(A) estdo apresentados os voltamogramas obtidos
para o ciclamato de s6dio em funcdo da variacdo da amplitude de pulso de
potencial. Observa-se que para valores menores que 40 mV, o aumento da
intensidade de corrente ¢ linear (Figura 3.31(B)). Adicionalmente, para
amplitudes maiores os valores obtidos afastam-se da linearidade. Por isso a
principio optou-se por trabalhar com a amplitude de 40 mV. Porém, a curva
analitica obtida para o ciclamato de sédio empregando este valor de amplitude
ndo foi satisfatoria, pois a reta obtida passava muito distante da origem. Este
problema foi solucionado empregando-se menores valores de amplitude de

pulso de potencial e neste caso o valor selecionado foi de 20 mV.
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Figura 3.31 - (A) Influéncia da variagdo da amplitude do pulso de potencial nos
voltamogramas do ciclamato de sodio 3,0 x 10 mol L™ (f=10 s',a=20mV,
AE; =2 mV). (B) Dependéncia da corrente de pico com a variacdo de amplitude
do pulso de potencial onda quadrada para o aspartame.

Um outro pardmetro otimizado para o desenvolvimento do
procedimento analitico para a determinacdo do ciclamato de sodio foi o
incremento de varredura (AE), que apresentou comportamento muito
semelhante ao obtido para o aspartame (Figura 3.11). Sendo assim, o incremento

de varredura de potencial empregado neste trabalho também foi de 2 mV.

3.3.2.4. Estudo de Repetibilidade e Reprodutibilidade

No estudo da repetibilidade do eletrodo de BDD para o ciclamato
de sédio foram feitas 5 medidas sucessivas de uma solucdo de ciclamato de
sodio na concentracdo de 3,0 x 10° mol L, os voltamogramas estao
apresentados na Figura 3.32, o desvio padrao relativo (RSD) obtido foi de 1,2
%. Ja no estudo de reprodutibilidade, cujos voltamogramas estdao na Figura 3.33,
foram feitas medidas em 5 dias diferentes em solucdes diferentes de ciclamato
de sodio 3,0 x 10° mol L. Para a reprodutibilidade o desvio padrio relativo

obtido foi de 2,4 %.
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Figura 3.32 - Voltamogramas de onda quadrada para o ciclamato de sodio

3,0 x 10° mol L™ em 4cido sulftrico 0,5 mol L™ (n=5) (=10 s',a=20mV,
AE; =2 mV).
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Figura 3.33 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos em dias diferentes para
solucdes de ciclamato de sodio 3,0 x 10 mol L™ em 4cido sulfarico 0,5 mol L™
(m=5)(f=10s",a=40 mV, AE;=2 mV).
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3.3.3. Construcdo da Curva Analitica

A curva analitica foi construida pela adicdo de aliquotas de 40 uL
da solugdo padrao de ciclamato de s6dio 0,01 mol L' em 10 mL de H,SO,
0,5 mol L™ na célula eletroquimica. A Figura 3.34 apresenta os voltamogramas
obtidos para as diferentes concentragdes de ciclamato de s6dio que variaram de
5,0 x 10° a 4,1 x 10" mol L. A curva analitica obtida pode ser observada na
Figura 3.35, o coeficiente de correlagdao obtido foi de 0,9992 e a equacao da reta

obtida foi:

(Ipa/ pA) = 0,999 + 6,69 x 10* [Ciclamato de Sddio] mol L™ (11)

O limite de detecgdo foi calculado empregando-se a equagdo (7) € o

valor obtido foi de 4,8 x 10° mol L.

60
) branco
——5,0x10° mol L™
9,0x10° mol L™*
v 1,3x10™ mol L™
——1,7x10" mol L™
1 ——2.1x10* mol L*
<« 2,5x10'4 mol L™
= 304 2,9x10* mol L*
——3,3x10"* mol L™*
3,7x10* mol L*
—4,1x10" mol L™
15
0 T T

1,6 | 1,7 | 1:8 | 1:9 | 2,0 2,1
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.34 - Voltamogramas de onda quadrada em diferentes concentragdes de
ciclamato de sodio (f=10s", a=20 mV, AE; =2 mV, H,SO, 0,5 mol L'™").
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Figura 3.35 - Curva analitica obtida para o ciclamato de sédio.

3.3.4. Estudo de Interferentes em Potencial e Teste de Adicdo e

Recuperacao

As substancias: acesulfame-K, sacarina, acido citrico, acido
ascorbico, sacarose, lactose, benzoato de so6dio e os corantes amarelo
crepusculo, tartrazina e azul brilhante, também foram analisadas com possiveis
interferentes na determinacao do ciclamato de sédio. Os testes foram feitos pela
adicao destes concomitantes a solug¢ao de ciclamato de s6dio na concentragao de
3,0 x 10* mol L™ e os resultados foram comparados com os resultados obtidos
para as medidas feitas somente com a solu¢cdo de ciclamato de sodio. Entre as
substancias que apresentaram eletroatividade frente ao eletrodo de BDD, apenas
o acesulfame-K que também ¢ um edulcorante, apresentou potencial de pico (2,0
V vs. Ag/AgCl) préximo ao potencial de pico do ciclamato de sédio (1,9 V vs.
Ag/AgCl). Porém, a combinagdo destes edulcorantes ndo ¢ muito empregada
pelas industrias alimenticias, e quando estes edulcorantes estdo combinados em

um produto dietético a propor¢cao normalmente ¢ muito diferente e o ciclamato
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de sodio normalmente aparece em concentragdes maiores. Pelos estudos
realizados, em concentragdes proporcionais, ciclamato de sédio/acesulfame-K
(1/1), a interferéncia ¢ de aproximadamente 5%. A Figura 3.36, mostra os
voltamogramas obtidos para o ciclamato de sdédio na auséncia e na presenga de
acesulfame-K na concentra¢do de 1/1. Sendo assim, o ciclamato de sodio pode
ser quantificado em produtos dietéticos mesmo na presenca do acesulfame-K
desde que este esteja em concentragdes menores que a do ciclamato de sodio, o

que normalmente ¢ encontrado nas composi¢des dos produtos dietéticos.
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Figura 3.36 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o ciclamato de
sodio na concentragdo de 3,0 x 10 mol L', na auséncia (a) e na presenca de
acesulfame-K na concentracdo de 3,0 x 10 molo L™ (b).

O estudo de adi¢do e recuperacdo das substancias em amostras de
interesse foi realizado. Foram feitos experimentos em triplicatas por meio da
adicao de aliquotas de solucdo padrao de ciclamato de sodio as solucdes das
amostras dos produtos dietéticos: adogantes de mesa (Zero Cal®, Finn®);
preparados solidos para refrescos (Magro®) e refrigerantes de guarana

(Antarctica® e Kuat®).
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A Tabela 3.3 apresenta os resultados de recuperagdo obtidos.
Observa-se que as recuperagdes variaram entre 98,6% e 106,0%, indicando
assim que a matriz de cada amostra nao interfere na determinacdo de ciclamato

de sodio pelo procedimento analitico desenvolvido.

Tabela 3.3. Estudo de adigao e recuperagdo de ciclamato de sédio em amostras
de produtos dietéticos

Ciclamato de sédio /107 mol L™

Amostras Recuperacao/%
Adicionado Recuperado

1,50 1,48 98,6

Zero Cal 2,00 1,98 99,0

2,50 2,54 101,6

1,50 1,57 104,7

Finn' 2,00 2,10 105,0

2,50 2,60 104,0

1,50 1,48 98,7

Magro 2,00 2,12 106,0

2,50 2,57 102,8

) 1,50 1,55 103,3
Guarana

® 2,00 2,11 105,0
Antarctica

2,50 2,52 100,8

1,50 1,54 102,0

Guarana Kuat 2,00 2,08 104,0

2,50 2,63 105,2

(n=3)
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3.3.5. Determinacdo de Ciclamato de Sédio em Amostras Comerciais e
Validacdo do Procedimento Analitico por Comparacdo com Analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para avaliar o desempenho do procedimento analitico desenvolvido,
determinou-se o ciclamato de so6dio em produtos dietéticos encontrados no
comércio local. O método utilizado para a determinacdo de ciclamato de sdédio
foi o método de adigdo de padrao. A Figura 3.37 mostra os voltamogramas

obtidos pelo método de adi¢ao de padrdao para uma amostra de produto dietético.

,/'/, o
804 3 2 10 1 2

[Ciclamato de Sodio] / 10" mol L™

1,7 | 1:8 | 1:9 | 2,0 2,1
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.37 - SWV voltamogramas obtidos para a determinagao de ciclamato de
sodio em produtos dietéticos (refrigerante de guarand Antarctica®). (1) amostra
Antarctica®; (2) amostra Antarctica® + 5,0 x 10° mol L'; (3) amostra
Antarctica® + 1,0 x 10" mol L'; (4) amostra Antarctica® +1,5x 10* mol L';

® ®
(5) amostra Antarctica + 2,0 x 10* mol L'; (6) amostra Antarctica +
2,5x 10”* mol L de solucédo padrao de ciclamato de sodio.

A Tabela 3.4 apresenta os resultados obtidos para todas as amostras

de produtos dietéticos que foram analisadas.
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Para avaliar o desempenho do procedimento eletroanalitico
desenvolvido empregando a SWV e o eletrodo de BDD, foi adotado como
método de referéncia para fins comparativos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). As condi¢des cromatograficas foram empregadas de acordo
com o que esta descrito na parte experimental, nestas condi¢des a molécula de
ciclamato de sodio apresentou um tempo de retencdo de 6 minutos. A Figura

3.38 mostra um cromatograma obtido para o ciclamato de sodio.

1000 1200

200

A (un.a.)

<400

200

B T T N T A N M A A

minutos

Figura 3.38 - Cromatograma tipico para o ciclamato de s6dio na concentragao
de 3,0x 10* mol L™

A curva analitica obtida para o ciclamato de s6dio no intervalo de
concentra¢do de 1,0 x 10 *mol L™ a 6,0 x 10 ™ mol L' empregando HPLC esta

apresentado na Figura 3.39 e equagdo da curva analitica obtida foi:
A(u.a) =131,7 + 236,4 x 10* [Aspartame] mol L™

com um coeficiente de correlacao de 0,997.
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Figura 3.39 - Curva analitica obtida para o ciclamato de sodio empregando
HPLC.

A Tabela 3.4 traz os resultados obtidos para a determinacdo do
ciclamato de s6dio em produtos dietéticos por HPLC e por SWV. Como pode
ser observado os resultados obtidos pelo método proposto e pelo método de
referéncia estdo em concordancia, indicando que o método proposto pode ser
utilizado para a determinagdo de ciclamato de s6dio em produtos dietéticos. Os
resultados obtidos pelos dois métodos (SWV e HPLC) também foram
comparados aplicando-se o teste t pareado%, (texp = 1,935 teritico = 2,78). Como o
texp (1,93) obtido € menor que 0 tiico (2,78) conclui-se que os resultados obtidos
na determinacdo de ciclamato de sd6dio por SWV e HPLC ndo apresentaram
diferengas significativas, a um nivel de confianca de 95% e estdo dentro de um

erro relativo aceitavel.
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Tabela 3.4. Resultados obtidos na determinacdo de ciclamato de sodio em
produtos dietéticos analisados por HPLC e por SWV

Ciclamato de sodio (mg/100mL)
Erro Erro
Valor
Amostras HPLC SWV  Relativo Relativo
Rotulado
(1) % (2) %
®
Zero cal —  7.511£10 8.007£15 —— 6.6
Adocgantes
de mesa ®
Finn 8.300 8.410+22 8.370+23 0,8 -0,5
Preparados
solidos para Magro® 120 12242 122+4 1,7 0
refrescos
, Antarctica® 70 68+1 72+1 2,8 5.8
Refrigerante
de guarana ®
Kuat 31,0 31,5+£0,5 29,3+0,4 -5,5 -6,9

(n=3) Erro relativo (1) % = 100 x (valor voltamétrico — valor rotulado)/valor rotulado
Erro relativo (2) % = 100 x (valor voltamétrico — valor HPLC)/valor HPLC

3.3.6. Numero de Elétrons Envolvidos e Mecanismo de Oxidacdo do

Ciclamato de Sodio

Neste trabalho foram realizados alguns estudos na tentativa de
entender o processo de oxidagdo do ciclamato de so6dio, assim como o numero
de elétrons envolvidos, e também tentar sugerir um possivel mecanismo de
oxidacdo para esta substdncia j4 que na literatura ainda ndo ha nenhum
mecanismo proposto de oxidagdo do ciclamato de sédio.

O efeito do pH sobre os potencias de pico € um procedimento que
pode fornecer informagdes sobre o nimero de elétrons envolvidos na reagdo

redox. A Figura 3.40 mostra a relagdo entre E, vs. pH, para uma solugdo de
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ciclamato de s6dio 3,0 x 10~ mol L num intervalo de pH de 0,2 a 1,0. O
potencial de pico diminuiu linearmente com o aumento do pH com uma tangente
igual a (dE/dpH) = - 57 mV/pH, correspondente de acordo com a equagao (9), a

uma transferéncia de um préton e um elétron por molécula de ciclamato de

sodio oxidada.

1,95

1,94+

=
Q
®

1,92

1,91+

Ep/V vs. Ag/AgCI

1,90+

0,2 04 0,6 0,8 10
pH

Figura 3.40 - Variag¢ao do potencial com o pH para o ciclamato de sodio.

Empregando-se a teoria desenvolvida para a SWV®' também foi
possivel prever o nimero de elétrons envolvidos na reacdo de oxidagdao do
ciclamato de sodio. A Figura 3.41 apresenta o comportamento do potencial de
pico em funcdo do logaritmo da freqiiéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial
para o ciclamato de s6dio. Como pode ser observado, hda um comportamento
linear com uma inclinag¢do da curva obtida de 0,096. Aplicando a equacao (10),
tem-se que an ¢ igual a 0,61. Considerando-se o coeficiente de transferéncia de
carga igual a 0,5, que € o valor comumente utilizado para moléculas organicas, o

numero de elétrons envolvidos no processo de oxidagdao do ciclamato de sodio €

igual a 1.
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Figura 3.41 - Dependéncia do potencial de pico com o logaritmo da freqiiéncia
de aplicagao dos pulsos de potencial.

Esses estudos indicam que, assim como para o aspartame, no
processo de oxidagdo do ciclamato de sodio esta envolvido apenas um elétron e,
baseando-se em mecanismos de oxidacdo propostos na literatura para outras
moléculas semelhantes & molécula do ciclamato de sédio, sugere-se que o
ciclamato de s6dio em meio acido pode se oxidar formando uma hidroxilamina e
liberando um elétron e um prdéton, como apresentado na equacdo (reacao)
abaixo. Porém, novos estudos devem ser realizados para confirmar este

mecanismo de oxidacao para o ciclamato de sédio.

H H

N N
Y o o = (Y00 o e
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3.4. Determinacéo Simultanea de Aspartame e Ciclamato de Sodio

O interesse em desenvolver um procedimento eletroanalitico para a
determinacdo simultinea de edulcorantes, surge devido a fatores como: a
utilizagdo de combinagdes de edulcorantes pela industria alimenticia, em que
sdo empregados dois ou mais edulcorantes em um mesmo produto; e também, o
método mais comumente utilizado para a determinacdo de edulcorantes, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, possibilita a determinag@o simultanea de
edulcorantes. Sendo assim, € interessante desenvolver um procedimento mais
rapido e simples do que o HPLC, mas que também possibilite a determinagdo

simultanea destes edulcorantes.

3.4.1. Voltametria de Onda Quadrada

A determinacdo simultanea de aspartame e ciclamato de sodio foi
investigada por voltametria de onda quadrada, uma vez que os potenciais de
pico de oxidacao do aspartame (1,6 V) e do ciclamato de sédio (1,9 V) sao bem
distintos. Apos otimizar as melhores condicoes de trabalho para a determinacao
de aspartame e ciclamato de sodio separadamente, realizou-se as medidas
voltamétricas de onda quadrada para determinacdo simultdnea destes
edulcorantes nas mesmas condi¢cdes de trabalho, que estdo apresentadas na

Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Parametros da SWV selecionados para a determinacdo simultanea
de aspartame e ciclamato de sodio

Parametros Valor selecionado
Freqiiéncia de aplicagdo dos pulsos 10
de potenciais (f) / s
Amplitude de pulso de potencial 20
(@) / mV
Incremento de varredura de 2,0

potencial (AEy) / mV
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Na Figura 3.42 estdo apresentados os voltamogramas de onda
quadrada obtidos no intervalo de potencial de 1,3 a 2,1 V, nos quais foram feitas
adicdes sucessivas de aspartame em diferentes concentragdes (5,0 x 10° a
4,0 x 10° mol L") mantendo a concentracio de ciclamato de sodio constante em
3,0 x 10” mol L. Observa-se que mesmo em concentragio de até 100 vezes
maior o ciclamato de s6dio ndo interfere na quantificagdo do aspartame, cuja

curva analitica obtida estd inserida na Figura 3.42.

60

504

Ip/ pA

e .n &+ 2.2

o 1 2 3 a4 s

[ Aspartame}/ 10™ mol L1

1,4 ' 1:6 ' 1:8 ' 2,0
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.42 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o aspartame em
diferentes concentragdes (5,0 x 10°a 4,0 x 10° mol L'l), mantendo constante o
ciclamato de sodio 3,0 x 10 mol L™ (f=10 s',a=20mV, AE; =2 mV, H,SO,
0,5 mol L.

Por outro lado, a Figura 3.43 mostra os voltamogramas de onda
quadrada obtidos neste mesmo intervalo de potencial, em que foram feitas
adicoes sucessivas de ciclamato de sodio num intervalo de concentragdao entre
5,0x 10° e 4,0 x 10™* mol L'l, mantendo a concentracdo de aspartame constante
em 1,0 x 10* mol L. Com pode ser observado o aspartame também ndo
interfere na quantificagdo do ciclamato de s6dio. A curva analitica obtida para o

ciclamato de sédio esta inserida na Figura 3.43.
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Figura 3.43 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o ciclamato de
sodio em diferentes concentracdes (5,0 x 10° a 4,0 x 10 mol L'l), mantendo
constante o aspartame 1,0 x 10 mol L'l(f =10s"', a=20 mV, AE; =2 mV,
H,S04 0,5 mol L.

E por fim, realizaram-se medidas voltamétricas de onda quadrada
no intervalo de potencial de 1,3 a 2,1 V, adicionando-se aliquotas sucessivas de
50 pL de solugdo padrio de aspartame 1,0 x 10° mol L™, ¢ 50 pL de solugio
padrao de ciclamato de sédio 0,01 mol L', simultaneamente na célula
eletroquimica contendo 10 mL de 4cido sulfurico 0,5 mol L. A Figura 3.44
mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos variando-se a concentracao
de aspartame de 5,0 x 10°a50x10°molL" e a concentracao de ciclamato de
sodio de 5,0 x 10° a 4,0 x 10” mol L. As curvas analiticas construidas para o
aspartame e para o ciclamato de sédio estdo apresentadas na Figura 3.45 e, as

equagdes da reta obtidas foram:

(Ipa/ pA) = 1,36 + 2,65 x 10° [Aspartame] mol L™
(Ipa/ pA) = 2,42 + 7,14 x 10* [Ciclamato de Sédio] mol L™

com coeficientes de correlacao de 0,9991 e 0,9992, respectivamente.
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Figura 3.44 - Voltamogramas de onda quadrada para o aspartame e para o
ciclamato de sodio em diferentes concentra¢des em H,SO, 0,5 mol L.
Concentragdes: Aspartame — 5,0 x 10°a 4,0 x 10° mol L™, Ciclamato de sodio
~50x10°a4,0x 10" mol L' (f=10s",a=20mV, AE;=2 mV).
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Figura 3.45 - (A) Curva analitica obtida para o aspartame.
(B) Curva analitica obtida para o ciclamato de sodio.

Os limites de detec¢ao foram calculados pela equacao (7), e os
resultados obtidos foram LD = 3,5 x 107 mol L' para o aspartame e

LD =4,5x 10° mol L' para o ciclamato de sédio.
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3.4.2. Estudo de Repetibilidade

A repetibilidade do eletrodo de BDD para a determinacao
simultanea de aspartame e ciclamato de sodio foi estudada empregando solugdes
de aspartame 1,0 x 10* mol L' e ciclamato de s6dio 3,0 x 107 mol L™ em 4cido
sulfarico 0,5 mol L'. Foram realizadas cinco medidas sucessivas dessas
solucdes e os voltamogramas obtidos estdo apresentados na Figura 3.46. O
desvio padrdo relativo obtido para o aspartame foi de 1,3 % e para o ciclamato
de sodio foi de 1,1 %:; estes valores indicam que o eletrodo de BDD apresentou

boa repetibilidade.

100

80
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Figura 3.46 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o aspartame 1,0 x
10 mol L™ e ciclamato de s6dio 3,0 x 10 mol L™ (f=10 s’ a=20mV, AE, =
2mV, H,S0, 0,5 mol L™).

3.4.3. Estudo de Adicéo e Recuperacao

As Tabelas 3.6 ¢ 3.7 apresentam os resultados obtidos no estudo de

adicao e recuperacdo de aspartame e ciclamato de sodio, estes experimentos
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foram realizados em triplicata para as amostras de preparado solido para
refresco  (Magro®) e refrigerante de guarana (Kuat™). Foram obtidas
recuperacoes variando entre 100,0 e 106,0 % para o aspartame e entre 98,0 e
105,5 % para o ciclamato de sodio, indicando assim que nao houve efeito de

matriz nessas determinagdes voltamétricas.

Tabela 3.6. Estudo de adi¢ao ¢ recuperacdo de aspartame em produtos dietéticos
na determinacao simultanea de aspartame e ciclamato de sodio

Aspartame /10” mol L™

A t R 30/°
THOSTas Adicionado Recuperado ccuperagdo/o
1,00 1,00 100,0
®

Suco Magro 2,00 2,05 102,5
3,00 3,10 103,3

1,00 1,03 103,0

®

Guarana Kuat 2,00 2,05 102,5
3,00 3,18 106,0

(n=3)

Tabela 3.7. Estudo de adicdo e recuperagdo de ciclamato de sédio em produtos
dietéticos na determinacao simultanea de aspartame e ciclamato de sodio

Ciclamato de sédio /107 mol L™

A t R 30/°
HHOSHAs Adicionado Recuperado ccuperagdo/
1,00 1,05 105,0
®

Suco Magro 2,00 2,01 100,5
3,00 3,07 102,3

1’00 0998 98,0

®

Guarana Kuat 2,00 2,11 105,5
3,00 2,98 99.3

(n=3)
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3.4.4. Determinacdo Simultanea de Aspartame e Ciclamato de Sodio em
Amostras Comerciais e Validacdo do Procedimento Analitico por
Comparacdo com Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

Para a determinagdo simultanea de aspartame e ciclamato de so6dio em produtos
dietéticos encontrados no comércio local foi empregado o método de adigdes
multiplas de padrao. As Figuras 3.47 e 3.48 mostram os voltamogramas obtidos
para a determinagdo de aspartame e ciclamato de sddio na amostra de

. /4 ®
refrigerante de guarana Kuat .

80

60

$40-

20

1,4 | 1:6 | 1,8 2,0
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.47 — SWV obtidos para a determinagdo simultinea de aspartame e
ciclamato de sodio em produtos dietéticos (refrigerante de guarana Kuat® ). (1)
amostra Kuat”; (2) amostra Kuat® + 1,0 x 10° mol L™'; (3) amostra Kuat® +
2,0 x 10° mol L; (4) amostra Kuat® + 3,0 x 10° mol L™ de solucdo padrao de
aspartame.
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Figura 3.48 - SWV obtidos para a determinagdo simultinea de aspartame e
ciclamato de sodio em produtos dietéticos (refrigerante de guarana Kuat® ). (1)
amostra Kuat”; (2) amostra Kuat® + 1,0 x 10 mol L™'; (3) amostra Kuat® +
2,0 x 10* mol L™"; (4) amostra Kuat® + 3,0 x 10™ mol L™"; (5) amostra Kuat® +
4,0 x 10" mol L' de solugdo padrio de ciclamato de sodio.

O procedimento desenvolvido se mostrou simples, rapido e
eficiente podendo ser utilizado para a determinagdo simultanea de aspartame e
ciclamato de so6dio em produtos dietéticos contendo a combinacdo destes
edulcorantes . As Tabelas 3.8 e 3.9 apresentam os resultados obtidos dos teores
de aspartame e ciclamato de s6dio determinados pelo procedimento voltamétrico
e cromatografico em todas as amostras de produtos dietéticos que foram

analisadas.
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Tabela 3.8. Resultados obtidos na determinacdo de aspartame em produtos
dietéticos empregando-se HPLC e SWV

Aspartame (mg/100mL)
Erro Erro
Valor _ .
Amostras HPLC SWV  Relativo Relativo
Rotulado
(1) % (2) %
Preparado ®
sélido para Magro 0,8 6,6+0,2 6,5+0,3 -4.4 -1,5
refresco
Refrigerante | ¢ o.® 12,0 11,8402 12,4404 3,3 5.1
de guarana

(n=3) Erro relativo (1) % = 100 x (valor voltamétrico — valor rotulado)/valor rotulado
Erro relativo (2) % = 100 x (valor voltamétrico — valor HPLC)/valor HPLC

Tabela 3.9. Resultados obtidos na determinac¢do de ciclamato de so6dio em
produtos dietéticos empregando-se HPLC e SWV

Ciclamato de so6dio (mg/100mL)
Erro Erro
Valor . _
Amostras HPLC SWV  Relativo Relativo
Rotulado
(1) % (2) %
Preparado ®
sélido para Magro 120 122+5 123£3 2,5 0,82
refresco
Refrigerante | (. .® 31,0 31,5403 30,6202  -1,3 2.8
de Guarana

(n=3) Erro relativo (1) % = 100 x (valor voltamétrico — valor rotulado)/valor rotulado
Erro relativo (2) % = 100 x (valor voltamétrico — valor HPLC)/valor HPLC

O que pode ser observado ¢ que resultados obtidos por SWV estao
em concordancia com os resultados obtidos por HPLC. Aplicou-se o teste
t - pareado para os resultados obtidos empregando-se o procedimento proposto e

o procedimento de referéncia. Para o aspartame o tex, = 2,51 e para o ciclamato
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de sodio 0 te, = 2,54, ambos os valores sdo menores que O fteico = 2,57,
portanto, os resultados da determinagao simultanea de aspartame e ciclamato de
sodio obtidos pelo procedimento proposto empregando SWV e pelo
procedimento de referéncia empregando HPLC ndo apresentaram diferencas
significativas, a um nivel de confianca de 95 % e estdo dentro de um erro

relativo aceitavel.



Capitulo 4 - CONCLUSAO
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4. CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho de mestrado evidenciaram a
viabilidade do emprego do eletrodo de diamante dopado com boro para a
determinagcdo de aspartame e ciclamato de sodio em diferentes amostras
utilizando a voltametria de onda quadrada.

O eletrodo de diamante dopado com boro apresentou melhor
resposta voltamétrica depois de passar por um pré-tratamento catddico, no qual
se aplica ao eletrodo uma corrente de -0,72 A por 60 s.

Os melhores resultados analiticos para o aspartame, foram obtidos
em 4cido sulfarico 0,5 mol L™, com freqiiéncia de aplicacdo dos pulsos de 10 s™,
amplitude de pulso de potencial de 40 mV e incremento de varredura de
potencial de 2 mV. Nestas condicdes, o aspartame apresentou somente um pico
de oxidagdo em 1,6 V vs. Ag/AgCl, com caracteristicas de um processo
irreversivel e controlado por adsor¢dao das espécies a superficie eletrédica. A
curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de aspartame de 9,9 x 10
a 5,2 x 10° mol L ((Ipa / pA) = 0,301 + 2,18 x 10° [Aspartame] mol L™,
r = 0,9998) com um limite de deteccdo de 2,3 x 107 mol L. O desvio padrio
relativo de 5 determinagdes sucessivas de aspartame 1,0 x 10 mol L' foi de
0,17 % e o desvio padrio relativo de 5 determinagdes de aspartame 1,0 x 10™
mol L'em dias diferentes ¢ em solugdes de aspartame diferentes foi de 2,8 %.
Os resultados obtidos para a determinacdo de aspartame em produtos dietéticos
utilizando-se o procedimento proposto estdo em boa concordancia com os
resultados obtidos empregando-se o método de referéncia, a um nivel de
confianca de 95 %. Este procedimento apresentou boa sensibilidade e dispensou
qualquer tratamento prévio das amostras.

No procedimento para a determinagdo do ciclamato de so6dio foram
utilizadas as seguintes condig¢des: o eletrolito suporte foi o acido sulfarico 0,5
mol L, freqiiéncia de aplica¢do dos pulsos de potencial de 10 s™', amplitude de

pulso de potencial de 20 mV e incremento de varredura de 2 mV. O ciclamato
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de soédio apresentou um uUnico pico no sentido anodico em 1,9 V, com
caracteristicas de um processo irreversivel. A curva analitica foi obtida num
intervalo de concentragao entre 5,0 x 10° e 4,1 x 10”* mol L, com um limite de
deteccdo de 4,8 x 10° mol L™ ((Ipa / pA) = 0,999 + 6,69 x 10* [Ciclamato de
Sodio] mol L r= 0,9992). No estudo de adi¢do e recuperacao, foram obtidas
recuperacoes entre 96,8 % e 106,0 % , indicando que nao houve interferéncia
das matrizes das amostras na determinacao do ciclamato de sédio. Para o estudo
de repetibilidade onde foram feitas 5 determinagdes sucessivas de ciclamato de
sodio 3,0 x 10° mol L', o desvio padrao relativo obtido de 1,2 % e para o
estudo de reprodutibilidade o desvio padrido relativo foi de 2,4 %. Os resultados
obtidos para a determinag¢do de ciclamato de sddio em amostras de produtos
dietéticos utilizando-se o procedimento proposto estdo em concordancia com os
resultados obtidos pelo método de referéncia a um nivel de confianca de 95 %.
O procedimento desenvolvido para a determinagdo de ciclamato de sédio
também apresentou boa sensibilidade e ndo foi necessario qualquer pré-
tratamento das amostras analisadas.

O celetrodo de BDD também apresentou excelente resposta
voltamétrica na determinagdo simultdnea dos edulcorantes, aspartame e
ciclamato de sédio, por voltametria de onda quadrada. Empregando as melhores
condi¢des ja estudadas para os edulcorantes separadamente, desenvolveu-se um
procedimento analitico para a determinacdo simultinea de aspartame e
ciclamato de sédio j4 que seus potencias de pico sdo bem distintos, 1,6 V ¢
1,9 V, respectivamente. As curvas analiticas foram lineares no intervalo de
concentracdo de aspartame de 5,0 x 10° a 4,0 x 10° mol L e de ciclamato de
sodio de 5,0 x 10° 2 4,0 x 10” mol L™, com limites de deteccao de 3,5 x 10 7
mol L ¢ 4,5 x 10° mol L™, respectivamente. O desvio padrdo relativo obtido
para 5 determinacdes sucessivas e simultineas de aspartame 1,0 x 10* mol L™ e
ciclamato de so6dio 3,0 x 10° mol L' foi de 1,1 %. O procedimento

desenvolvido também foi utilizado para determinagdes simultdneas em amostras
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comercias de produtos dietéticos, € os resultados obtidos também estdo em
concordancia com os resultados obtidos pelo procedimento de referéncia, a um
nivel de confianca de 95 %.

Diante dos resultados expostos, acredita-se no sucesso da utilizagao
do eletrodo de BDD aliado a SWV para a determinagdo dos edulcorantes,
aspartame e ciclamato de sodio em produtos dietéticos. Levando ainda em
consideracdo que o procedimento proposto apresenta algumas vantagens sobre o
método padrao (HPLC) como, por exemplo, baixo custo, menor tempo de

andlise e dispensa de qualquer tratamento prévio das amostras.
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5. ATIVIDADES FUTURAS

Durante o desenvolvimento desse trabalho, surgiram algumas
perspectivas de trabalhos futuros seguindo a mesma linha de pesquisa.

Estudar as potencialidades e limitacdes do eletrodo de diamante
dopado com boro nas determinagdes eletroanaliticas de outros adocgantes
artificiais e naturais, como acesulfame-K, steviosideo, sucralose, frutose e
lactose.

Desenvolver procedimentos eletroanaliticos para a determinacao
destes adogantes em produtos alimenticios empregando a técnica voltamétrica
mais adequadas para cada analito.

Adaptacao do eletrodo de BDD em sistemas de analise por injecdo
em fluxo para determinagdo destes analitos de interesse, visando obter maior

velocidade analitica.
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